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Introduction générale

Depuis le début de son existence, I’Homme se bat pour sa survie dans un environnement
ou la compétition est rude et doit affonter des menaces, bien souvent invisibles a 1’ceil nu,
conférées par de multiples agents infectieux. Pour cela, il est doté¢ d’un systéme immunitaire
dont I’efficacité est redoutable, mais il arrive parfois que ce dernier soit affaibli, ou submergg.
Il a été pendant de nombreuses années admis, a tort, que les microorganismes responsables de
ces infections se présentaient exclusivement sous forme libre et isolée dite planctonique, or,
ce mode de vie ne serait que transitoire et ne correspondrait qu’a 1 % seulement du monde
bactérien, 99 % des bactéries adopteraient en effet le mode de vie en communauté sous forme
de biofilms. (1) Ce n’est que depuis peu de temps finalement que nous commencons a
comprendre I’incroyable role des biofilms, ces derniers étant impliques, de fagon bénéfique
ou néfaste, dans de multiples domaines tels que la santé, les biotechnologies, 1’ingénierie
navale, la métallurgie, I’industrie alimentaire, les réseaux de distribution d’eau... (2) Lutter
contre ces biofilms est par conséquent un objectif majeur. Malheureusement, les antibiotiques
classiques descendants directs de la pénicilline découverte par Fleming en 1928, s’ils
s’avérent actifs a I’encontre des formes planctoniques, deviennent bien souvent inefficaces
aux doses usuelles contre les biofilms, obligeant 1’utilisation de concentration 100 a 1000 fois
plus élevée, ce qui les rend toxiques et donc pratiqguement inutilisables pour ’'Homme. (3)
C’est principalement dans ce contexte d’impasse thérapeutique que les huiles essentielles
(HE) pourraient avoir toute leur importance. En revanche, si I’activité des HE a 1’encontre des
formes planctoniques n’est plus a démontrer, qu’en est-il vis-a-vis des biofilms ? Les études
sur ce sujet commencent a émerger, et les résultats semblent trés prometteurs. Ainsi, par cette
these, je tiens a mettre en avant le potentiel a mon sens certain que représentent les HE, ainsi
que leurs nombreux avantages dans la lutte anti-biofilm. Pour cela, j’ai souhaité aborder dans
un premier temps les biofilms dans leur globalité, afin de comprendre a quoi ils correspondent
et leur impact, principalement dans le milieu médical. Puis, aborder la cinétique de formation
des biofilms ainsi que leur organisation structurale me semblait nécessaire pour illustrer les
phénomenes de résistances aux antibiotiques. Enfin, j’ai souhaité terminer cette premiére
partie en abordant les solutions éventuelles pour lutter contre ces biofilms, en dehors de
I’emploi des HE. La seconde partie quant a elle consiste a une revue de la littérature des HE
potentiellement intéressantes contre les biofilms d’une bactérie & Gram négatif : E. coli, d’une
bactérie a Gram positif : S. aureus et également a 1’encontre des biofilms d’une levure : C.
albicans. A partir de ces résultats, j’ai souhaité proposer une association d’HE afin de lutter

contre les cystites récidivantes dues a E. coli. Pour terminer, il me semblait indispensable de
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traiter 1’hypothése de résistance aux HE, mais également I'intérét de 1’association des HE

avec les antibiotiques, ainsi que les perspectives de I’emploi des HE dans la lutte anti-biofilm.

1 Les biofilms
1.1 Qu’est-ce qu’'un biofilm ?

Les biofilms sont définis comme des agrégats de microorganismes enrobés par une
matrice extracellulaire (MEC) d’origine microbienne et associés a une surface. (4) Des
querelles d’expert persistent pour savoir si oui ou non, doivent étre considérés comme
biofilms ceux en suspension qui ne sont pas associés a une surface (tels que les flocs en
suspension dans les stations d’épuration a boues activées), ceux qui se forment aux interfaces
(air / liquide par exemple) ainsi que les especes ne produisant pas elles-mémes leur MEC. (5)
Nous considérerons durant le travail suivant I’ensemble des cas précédents (biofilms en
suspension, ceux a l’interface air/eau...), comme correspondant a la dénomination de
biofilms. La notion d’agrégat renvoie a la haute densité cellulaire des biofilms (de 10° & 10*
cellules par gramme) ce qui implique de nombreuses interactions physiques et sociales entre
les communautés présentes dans ces biofilms. (4) Ces interactions, associées aux propriétés
conferées par la MEC font émerger de nouvelles caractéristiques propres aux biofilms, qui ne

sont pas prédictibles depuis 1’étude de cellules isolées en suspension.

Dans I’environnement, les cellules ont la capacité d’alterner entre deux états distincts. L’état
planctonique d’une part qui correspond aux cellules libres et isolées en suspension dans un
milieu que I’on retrouve principalement en laboratoire, et 1’état sessile qui correspond lui, aux
cellules attachées vivant en communauté dans un biofilm. Il s’avere que la majorité des
microorganismes vivent sous forme sessile. Chez les bactéries par exemple, plus de 99 %
adopteraient ce mode de vie, et 1 % seulement se trouveraient sous forme planctonique,
certains suggéerent qu’il s’agit simplement des bactéries en transition d’un biofilm a un autre.
(1) Si la majorité des microorganismes adoptent le mode de vie en biofilms, cela veut dire que
durant I’évolution, les bénéfices conférés par ces derniers sont largement supérieurs a la
forme planctonique. En effet de I’'union nait la force. De nouvelles propriétés sont
intrinsequement liées au biofilm telles que la résistance a la dessiccation, la capture de
nutriments, la rétention d’enzymes extracellulaires a 1’origine de capacités digestives
décuplées, I’échappement au systeme immunitaire de 1’hote, la tolérance aux antibiotiques
etc... (4) De I’omniprésence des biofilms en découlent de nombreux processus. Ils sont par

exemple impliqués dans le cycle biogéochimique de la plupart des éléments de 1’hydrosphere
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et de la géosphere. lls sont utilisés dans de nombreux processus de biotechnologie tels que la

filtration de 1’eau potable, le traitement des eaux usees, la bioremédiation des sols ainsi que

dans les phénomeénes de biocatalyse. (4) lls sont en revanche impliqués dans les phénomenes

de colmatage des filtres, de corrosion, de biocontamination de 1’eau potable, d’encrassement

des surfaces immergées (canalisations, pipelines, coques de bateau...) aussi appelé biofouling

en anglais, et causent des milliards de dollars de dépenses supplémentaires chaque année. (6)

Les biofilms ne colonisent pas seulement des surfaces abiotiques, ils peuvent aussi coloniser

les organismes vivants pluricellulaires dont 1’étre humain. Si certains sont bénéfiques pour

notre existence (au niveau de la peau, de la paroi vaginale, de la lumiere du tractus digestif),

d’autres causent a ’Homme bien des soucis et sont source d’échecs thérapeutiques. (3)

= e ‘%il;?‘.»é _r»f\’“
Figure 1 : un biofilm
constituant la plaque

dentaire. CC : Cocci ; FC :
cellules filamenteuses (4)

Figure 3 : une canalisation
recouverte par un biofilm (5)

Figure 2 : un biofilm intestinal (3)

> ¢ SR S ST AR

Figure 4 :un biofilm sur le septum d’un
connecteur sans aiguille (6)
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1.2 Aspects historiques

D’aprés les datations fossiles, les biofilms existeraient depuis plus de 3,25 milliards
d’années sur terre et pourraient correspondre a 1’étape de transition du mode de vie
unicellulaire vers un mode de vie pluricellulaire. (7) Ce n’est que depuis hier par rapport a
I’age de la terre que I’humanité commence a s’y intéresser. En effet, c’est Antonie van
Leeuwenhoek le premier qui, grace a I'invention de son microscope, observa en 1708 des
agregats de microbes provenant de la surface de ses dents et de sa langue, qui correspondaient
en fait a des biofilms. (8) Puis, Pasteur en 1864 décrit « la mére de vinaigre » (a ’origine de la
fermentation acétique de 1’éthanol pour la fabrication du vinaigre) comme étant constituée
d’agrégats bactériens de Mycoderma aceti. (8) Ensuite, durant une centaine d’années, les
biofilms ne furent quasiment pas étudiés, semblant dénués d’intérét pour les scientifiques, et
inconnus en santé. Et ce, jusqu’en 1970-1972 ou Niels Hoiby mit en évidence dans des
crachats de patients atteints de mucoviscidose, des phénotypes mucoides de colonies de P.
aeruginosa. (9) Le terme « biofilm » a été pour la premiere fois utilisé en 1981, puis en 1985
est étudiée la résistance intrinseque des biofilms aux antibiotiques, il faudra attendre 2003
pour que la notion de tolérance aux antibiotiques soit abordée... (10) Ce n’est finalement que
depuis les 30 derniéres années que la recherche sur les biofilms s’est développée a en croire la
base de données Pubmed, méme si avant 1981 le mot biofilm n’était pas employé, il y avait
cette année la 3 publications a leurs propos, 170 en en 1996, 34 580 publications cumulées au
ler janvier 2017 avec actuellement plus de 4500 publications annuelles, en augmentation
exponentielle. (9) Le nombre conséquent de publications s’explique par les multiples
domaines concernés par les biofilms, la santé, les biotechnologies, 1’ingénierie navale, la
métallurgie, I’industrie alimentaire, les réseaux de distribution d’eau etc... comme le met en

évidence la figure 5.
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Figure 5 : Avantages (en bleu) et inconvénients (en rouge) des biofilms dans les divers
domaines. (2)

1.3 La diversité des biofilms

Le terme biofilm est un terme générique qui décrit le mode de vie de plus de 90 % des
microorganismes de la terre, tous localisés dans une pluralité impressionnante de niches
écologiques. Cette multitude d’espéces et de localisations génére une diversité incroyable au
sein des biofilms que ce soit en terme structural, biologique, métabolique... Certains
comparent les biofilms a des organismes multi-cellulaires. En effet, ils sont capables de
s’adapter a I’environnement, se remodeler constamment, croitre, engendrer de nouveaux
biofilms dans de nouvelles niches, développer une pseudo-circulation intra-biofilm avec leurs
canaux etc... (5) lls sont, de plus, tous uniques selon les espéces qu’ils hébergent et leur

localisation. Cette biodiversité se décline sur plusieurs plans.

1.3.1 Ladiversité biologique :

Les biofilms peuvent héberger une seule ou plusieurs espéces de microorganismes, on
parle alors respectivement de biofilms homogenes ou de biofilms hétérogénes. (11) A ce jour,
il semblerait que toutes les espéces bactériennes ainsi que la plupart des champignons (levures
et champignons filamenteux) puissent former des biofilms. (12,13) Si les biofilms homogénes
sont surtout étudiés en laboratoire, en réealité la plupart des biofilms sont hétérogenes et sont
composés d’especes variées. Les biofilms de I’environnement sont probablement les plus
complexes en termes de diversité d’espéces, ¢’est ce que mettent en évidence les figures 6 et 7

présentant I’analyse de sables fluviaux de plusieurs cours d’eau au Danemark.
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Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Bacteroidetes
Cyanobacteria
Verrucomicrobia
Chloroflexi
Acidobacteria
Actinobacteria
Planctomycetes
Nitrospirae
Firmicutes
Unclassified

Other

LORIRUTRnIni

Figure 6: composition taxonomique de I’ensemble de procaryotes
retrouvés sur un échantillon de sables fluviaux (7)

mEm Stramenopiles
— Alveolata
= Viridiplantae
s Fungi

= Haptophyceae
mmm Cryptophyta
Other
Unclassified

1

Figure 7: composition taxonomique de 1’ensemble des eucaryotes
retrouvés sur le méme échantillon de sables fluviaux (7)

D’autre part, la présence de certaines especes dans les biofilms est influencée par les
conditions environnementales. Par exemple les biofilms exposés a la lumiére contiennent
majoritairement des organismes dits phototrophes (cyanobactéries et algues) capables
d’effectuer la photosynthése en produisant de la matiére organique en utilisant 1’énergie
lumineuse. En revanche les biofilms formés dans des milieux obscurs sont principalement
constitués d’organismes hétérotrophes (qui utilisent de la matiére organique pour synthétiser
leur biomasse) et chimiotrophes (qui oxydent des substances minérales pour synthétiser leur
biomasse). (11) Selon le taux de dioxygéne environnemental, le biofilm sera plus ou moins
riche en espéces aérobies, aérobies facultatives ou anaérobies. En outre, I’age du biofilm peut
étre déterminé par les caractéristiques des cellules incluses, un jeune biofilm est
majoritairement composé de cellules métaboliquement trés actives, alors que les biofilms plus

agés contiennent de nombreuses cellules faiblement ou métaboliqguement inactives (des
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cellules viables mais non cultivables, des cellules mortes, des cellules dormantes qui sont un

type de cellules persistantes...)

La composition de la MEC (protéines, lipides, ADN, polysaccharides...) dépend quant a elle
non seulement des microorganismes du biofilm (certains composés étant spécifiques de
certaines especes) mais aussi des conditions environnementales. Par exemple, la composition
et la distribution de la MEC est modulée par la vitesse d’écoulement du fluide si le biofilm est
immergé. Lorsque le biofilm est au contact d’un fluide a vitesse d’écoulement élevée, les
polysaccharides et protéines sont produits de fagon plus importante en quantité et de fagon
plus homogene et I’épaisseur du biofilm est amoindrie. Ceci afin de renforcer la cohésion du
biofilm pour résister aux forces hydrodynamiques. (14) D’autres part, le taux de production de
la MEC serait stimulé par des phénomenes de compétition entre espéces, et également par

I’exposition a des concentrations sublétales d’antibiotiques. (15)

1.3.2 Ladiversité de localisation

Les biofilms sont partout, dans le sol, au contact de I’air ambiant, immergés dans
I’eau, en présence ou non de lumiére... En pratique, a partir du moment ou coexistent une
surface (ou interface), des ¢éléments nutritifs, de I’eau et des microorganismes, un biofilms est
susceptible de se former. (5) La quantité d’ecau, sa température et méme sa forme physique
importent peu car on retrouve des biofilms aussi bien dans des flaques d’eau que dans des
océans, aussi bien dans les fosses hydrothermales que dans I’eau gelée en altitude ou aux
poles, et aussi bien dans I’eau liquide que dans I’eau gazeuse puisque des biofilms sont
retrouvés a plus de 70 Km d’altitude. (5) Les nutriments, aussi divers et variés qu’ils puissent
étre peuvent étre source d’énergie. Ce peut étre des aliments, tels que le biofilm fongique de
Penicillum roquefortii sur le roquefort, mais bien d’autres biofilms existent sur les saucissons,
le vinaigre etc... Ou bien ce peut étre des résidus alimentaires comme dans la plaque dentaire.
Les fluides biologiques (sang, urine...), riches en composés nutritifs sont également idéals.
(5) Enfin des hydrocarbures peuvent représenter des sources nutritives, c’est le cas par
exemple pour Pseudomonas putida qui est capable d’utiliser comme source exclusive de
carbone et d’énergie des composés aromatiques de type toluéne, benzéne, éthylbenzéne...
(16) De tels microorganismes sont utilisés pour la bioremédiation des sols. Enfin concernant
la nature de la surface, peu importe, I’important c’est de se fixer. Comme nous le présente la

figure 8, certains biofilms sont mémes capables de se former a I’interface air/liquide. (17)
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Figure 8 : exemple de biofilm de B. subtilis a I’interface liquide / air. (18)

Le substrat peut étre d’une part, un tissu vivant, comme la peau ainsi que les
muqueuses du tractus digestif, des cavités oropharyngées, du vagin... qui sont des niches
écologiques hébergeant des microorganismes sous forme de biofilm et constituent la flore
commensale, a ’origine du maintien de I’homéostasie. Parfois les biofilms sont pathogénes,
les plaies chroniques en sont un exemple. (3) Les biofilms peuvent également étre associés
aux plantes dans la rhizosphere dont la fonction principale est de dégrader la matiére
organique en nutriments pour eux-mémes mais aussi pour les plantes. La fixation annuelle de
135 millions de tonnes d’azote par les biofilms du genre Rhizobium permet leur symbiose
avec les Fabacées (anciennement légumineuses) et favorise le développement de la flore
terrestre. (5) D’autre part, les biofilms sont retrouvés sur des substrats abiotiques quels qu’ils
soient (canalisation, fonds marins, rochers, piéces de monnaie, téléphone portable, claviers
d’ordinateur... les surfaces des salles de bains de par leur humidité étant de véritables
incubateurs a biofilm). Enfin certains biofilms n’ont pas vraiment de support, c’est le cas des
flocs qui correspondent a des agglomérations de bactéries en suspension que 1’on retrouve

dans les stations d’épuration a boues activées pour traiter les eaux usées. (5)

1.3.3 Ladiversité de configuration

La forme de biofilm la plus communément étudiée jusqu’alors correspond a une
structure dite en champignon. Elle a primitivement été décrite lors de 1’étude de P. aeruginosa
dans les années 90. (19) Cependant a chaque espece correspond son biofilm. Si généralement
les biofilms ont une épaisseur moyenne de 30 pum, certaines espéces sont a 1’origine de
biofilms aplatis, soit homogeénes soit troués (et donc plus ou moins poreux) ou bien en forme
de ruban ou d’algue. D’autres, comme chez certaines espéces de Bacillus, peuvent acquérir

une épaisseur trés conséquente allant jusqu’a 350 pm. (5) Méme au sein d’une unique espece,
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I’aspect du biofilm peut étre différent selon les souches. Enfin, 1’épaisseur du biofilm dépend
de sa maturité, les trés jeunes biofilms sont constitués d’une seule couche alors que des
stratifications apparaissent chez les plus anciens. Cependant la majorité des biofilms sont
multi-espéces, cette biodiversité est également un facteur augmentant 1’épaisseur du biofilm.
(20) Par ailleurs, la forme du biofilm et sa rugosité dépendent de son environnement
(nutriments, température, forces hydrodynamiques...). Les forces de cisaillement par exemple
module le biofilm, plus elles sont fortes, plus la densité du biofilm augmente, et moins le
biofilm est épais. (21) La figure 9 nous montre ’impact de ces forces de cisaillement sur
I’expansion du biofilm en termes de superficie, majoritairement dans le sens d’écoulement du

fluide selon sa vitesse de déplacement. (22)

Figure 9 : Biofilm de P. aeruginosa dans un flux a 1 m/s de gauche a droite (23)

1.4 Epidémiologie de I'impact des biofilms dans le milieu médical

1.4.1 Epidémiologie et impacts financiers

Les infections aigues bactériennes et fongiques, causées par des cellules
planctoniques, ont largement été étudiées durant les derniéres décennies voire siecle. Méme si
elles tuent encore, le nombre de déces leurs étant attribué a considérablement diminué grace
aux progres des antibiotiques, vaccins et mesures de prévention. Cependant, suite a
I’utilisation massive d’antibiotiques, la médecine est confrontée a 2 défis de taille que sont
d’une part I’augmentation de la résistance aux antibiotiques et d’autre part la récurrence des
infections chroniques difficilement traitables, toutes deux liées de fagon plus ou moins directe
aux biofilms. (24) Tout d’abord, concernant la résistance aux antibiotiques, elle serait a
I’origine entre autres en Europe de 25 000 morts annuelles, 23 000 aux Etats Unis, 38 000 en
Thailande, 58 000 nourrissons en Inde... (25) Au niveau mondial, un rapport adressé a David

Cameron en 2015 rédigé par ’ancien économiste Jim O’Neill faisait état de 700 000 morts
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par an liés a une résistance aux antibiotiques, mais faisait également une estimation a 10
millions de morts en 2050 dans le monde si rien n’est fait actuellement. (26) De plus,
I’augmentation croissante du nombre de bactéries multi-résistantes, mais également
hautement résistantes, laissait planer I’angoisse de I’apparition de bactéries résistantes a
I’ensemble de ’arsenal thérapeutique, et ce, jusqu’en septembre 2016 date a laquelle une
patiente de 70 ans est finalement décédée des suites d’une infection a Klebsiella pneumoniae
résistante a 26 antibiotiques différents (incluant tous les aminosides, les polymyxines, les
carbapénémes ainsi que la tigécycline). (27) Quant aux infections chroniques, ce serait
environ 17 millions de personnes aux Etats Unis qui seraient affectées chaque année,
entrainant plus de 500 000 morts. (3) Quelle est alors la place des biofilms dans toutes ces
problématiques ? Selon le WUWHS (World Union of Wound Healing Societies), les biofilms
seraient impliqués dans 60 a 100 % des plaies chroniques. (28,29) De facon plus générale,
selon le CDC (Center for Disease Control), 65 % des infections auraient pour origine un
biofilm, le NIH (National Institutes of Health) lui, avancerait des chiffres plutot autour des 80
%. Enfin, les biofilms sont responsables d’un certain nombre d’infections nosocomiales. En
France, d’aprés une étude de I’Institut National de Veille Sanitaire de 2012, ¢’est environ 5 %
des patients hospitalises qui subissent une infection nosocomiale, soit approximativement
750 000 infections par an, a I’origine de 4000 déces directement liés. (30) L’incidence varie
selon le type d’établissement, le type de séjour (fréquence des gestes invasifs), la durée du
séjour (le risque augmentant avec la durée), et enfin selon le profil du patient (les ages
extrémes, les immunodéprimés...étant plus fragiles). (30) En Europe c’est 7,1 %, soit environ
4,1 millions de patients qui sont victimes d’une infection associée aux soins (ne tenant pas
compte du lieu d’acquisition a la différence des infections nosocomiales) dont 37 000 morts
sont directement liées, et contribue également a 110 000 déces additionnels. (31) Les études
actuelles suggerent que les biofilms seraient responsables a hauteur de 65 % de ces infections
nosocomiales. (32,33) Enfin, selon le programme européen BALI (biofilm alliance), chez
I’ensemble des patients recevant un implant (implant dentaire, prothése, broches, vis et
plaques lors de fractures etc...), c’est approximativement 3 % de ces patients qui développent

une infection associée a un biofilm. (34)

L’impact financier global est relativement difficile a établir, en tout état de cause, il s’éléve a
plusieurs dizaines de milliards de dollars ou d’euros. Par exemple, en 2007 aux Etats Unis, le
CDC estimait que 1,7 millions d’infections annuelles étaient attribuables a des biofilms et
engendraient 11 milliards de dollars de dépenses supplémentaires de frais de santé, et que les

infections impliquant des biofilms étaient a I’origine d’un codt annuel non officiel de 94
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milliards de dollars. (35) Autre exemple, au Royaume Uni, il y aurait 200 000 patients qui
souffrent de plaies chroniques, a 1’origine de 2 & 3 milliards de livres de dépenses annuelles,
soit pas moins de 3 % du budget annuel de la santé. Par ailleurs, en 2011 aux USA, Sohail et
son équipe ont analysé sur une année la mortalité et les dépenses de santé d’une cohorte de
200 219 patients possedant un dispositif médical électronique cardiovasculaire implantable
(pacemaker, dispositifs de resynchronisation etc...). (36) Il a été releve 5 817 complications
infectieuses (soit 2,9 %) avec une mortalité a 1’admission allant de 4,6 a 11,3 %, et une
mortalité a long terme allant de 26,5 a 35,1 %. Les colts individuels par complication
infectieuse allant de 28 676 $ a 53 349 $ selon le type de DM, la durée d’hospitalisation etc...
Enfin, Klouche et son équipe en France en 2010 ont évalué le cout de la prise en charge d’une
prothése totale de hanche infectée par un biofilm. (37) Il s’avére que cette reprise cotite
environ 32 500 €, soit 3,6 fois plus que la pose initiale de la prothése (environ 9 000 €). Ces
chiffres ne prennent pas en compte les journées de travail perdues ainsi que 1’altération de la
qualité de vie. Enfin, concernant I’Europe, en 2008 une méta-analyse a propos des infections
systémiques liées aux cathéters dans les unités de soins intensifs de France, Allemagne, Italie
et Royaume-Uni a mis en évidence des dépenses annuelles allant de 35,9 a 163,9 millions
d’euros. L’amplitude de variation étant due a 1’hétérogénéité d’une part de la qualité des

études épidémiologiques, et d’autres parts aux pratiques cliniques nationales. (38)

1.4.2 Facteurs de risques:

Ce qui explique ces taux importants de pathogénicité des biofilms, c’est leurs
capacités a se développer de facon ubiquitaire, sur des surfaces et des localisations
anatomiques tres diversifiées, aussi bien sur les matériaux synthétiques des dispositifs
médicaux, que sur des tissus vivants. La figure 10 nous donne un apercu des localisations

possibles sur lesquelles des biofilms peuvent étre retrouvés.
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Figure 10 : représentation schématique des infections a biofilm sur tissus natifs versus
dispositif médical (3)

Il existe des facteurs de risques favorisant les infections a biofilm. Tout d’abord des facteurs
intrinséques aux patients, notamment les personnes agées et ceux présentant une altération de
leurs défenses immunitaires. Certaines catégories de patients immunocompétents avec une
prédisposition genétique (comme pour la mucoviscidose) ou des altérations vasculaires
(ulcéres veineux ou artériel, pieds diabétique, escarres...) sont également défavorisés. (3) Les
biofilms ont la faculté de pouvoir se développer sur les tissus de quasiment 1’ensemble du
corps humain, et sont fréguemment associés a des maladies chroniques, telle que dans la
cavité orale (parodontite, caries...), le tractus respiratoire (rhinosinusite chronique,
mucoviscidose, broncho-pneumopathie  obstructive...), le systéme cardiovasculaire
(endocardite sur valve native), le tractus génito-urinaire (prostatite chronique, cystites
récidivantes, calculs rénaux...), sur les organes sensoriels (otites chroniques, kératites...), sur

la peau et les tissus sous cutanés (I’acné, les blessures chroniques) et ainsi de suite... (3)
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Ensuite des facteurs extrinséques aux patients augmentent les risques d’infection a biofilm.
Sont concernés tous les dispositifs médicaux et particulierement ceux destinés a étre
implantés sur le long terme. Nous retrouvons alors les mémes localisations anatomiques, mais
sur matériel synthétique : la cavité buccale (les implants dentaires, les dentiers), le tractus
respiratoire (les tubes endotrachéaux et autres dispositifs), le systeme cardiovasculaire (les
cathéters veineux périphériques ou centraux, les chambres implantables, les valves cardiaques
mécaniques, les stents...), le tractus génito-urinaire (les sondes a demeure...), sur les organes
sensoriels (les lentilles de contact, les embouts des flacons, les aérateurs tympaniques...),
toutes les prothéses osseuse etc... (3) Bien souvent, le patient s’infecte via sa propre flore
commensale ou digestive. Si en revanche certains biofilms peuvent étre déléteres, d’autres
sont trés largement bénéfiques, c’est le cas sur la muqueuse digestive et vaginale, ainsi que

sur I’épiderme. (3)

1.4.3 Exemples de pathologies liées a un biofilm

1.4.3.1 La parodontite :

La parodontite est I'une des affections inflammatoires chroniques la plus fréquente
chez ’'Homme. Selon 1’union frangaise pour la santé bucco-dentaire, plus de 50 % des
européens souffriraient de parodontite, dont plus de 10 % auraient une forme sévere a
I’origine du déchaussement des dents. La prévalence de la maladie parodontale pouvant

grimper entre 70 et 85 % dans la tranche d’age 60-65 ans. (39)

L’origine du probléme est due a un biofilm. Effectivement, lors de I’arrét de toute hygiéne
dentaire, un biofilm commence a se former dés les premiéres 24 heures avec tout d’abord
I’adhésion réversible de certaines bactéries sur la pellicule salivaire qui recouvre les dents et
les muqueuses. Puis s’enchainent logiquement les autres étapes (adhésion irréversible,
recrutement d’autres bactéries ou levures, production de la MEC...). (3) Apres environ 48
heures, le biofilm commence a devenir difficile a éliminer, néanmoins, un brossage de dents
dans cet intervalle permet de maintenir un taux d’agents pathogeénes compatible avec une
relative bonne santé gingivale. Aprés 7 a 9 jours, le biofilm dentaire commence a se
minéraliser pour se transformer en tartre et devient hautement adhérent, entrainant dans un
premier temps une gingivite marquée par des gencives tuméfiées, saignant au moindre
contact. C’est le premier stade de la maladie parodontale. A ce stade, le probleme est
réversible car I’os et le tissu conjonctif des dents ne sont pas encore atteints. Seulement, avec
le temps, la gencive se rétracte et se décolle peu a peu de la dent, les agents pathogénes

peuvent alors se propager plus profondément au contact de 1’0s, entrainant une réaction
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inflammatoire, c’est la parodontite, elle correspond au second stade de la maladie parodontale.
En cas d’inflammation persistante, une perte progressive du support osseux conduit au

déchaussement dentaire qui correspond au dernier stade. (3)

Outre les complications dentaires, la maladie parodontale peut étre a 1’origine de
complications pulmonaires (par inhalation de germes), d’endocardites infectieuses (par
dissémination systémique et atteinte des valves), et d’athérosclérose (par induction
d’inflammation systémique). Enfin, les diabétiques sont victimes d’un cercle vicieux car ces
derniers ont davantage de manifestations séveres de parodontite, et ceux atteints de
parodontite présentent plus de difficultés a contréler leurs taux de glycémie, augmentant les

risques de complication. (3)

1.4.3.2 La mucoviscidose :

La mucoviscidose pour rappel, est une maladie génétique autosomale récessive causee
par une mutation du gene du canal chlore CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator). (3) Plusieurs dizaines de mutations existent, la plus courante étant la délétion delta
F508. Selon le type de mutation, I’expression clinique de la mucoviscidose est tres
polymorphe, il existe 6 classes selon les caractéristiques de la protéine CFTR (non
synthétisée, non fonctionnelle, a demie vie réduite etc...) L’altération de ce canal chlore
conduit & une diminution de sécrétion des ions chlorure associée a une augmentation
d’absorption de sodium et d’eau ce qui a pour conséquence de produire un mucus déshydraté,
épais et visqueux. Trop épais, le mucus pulmonaire stagne et crée un environnement propice
aux infections, notamment bactériennes. (40) La prise en charge des épisodes d’exacerbation
s’effectue entre autre par une antibiothérapie agressive, mais avec le temps, I’efficacité
devient limitée a cause de la formation de biofilms qui favorisent des résistances aux
antibiotiques. La colonisation des bactéries devient chronique grace a la protection du
biofilm, ce qui provoque une inflammation qui conduit progressivement a la destruction des
tissus pulmonaires et une dégradation de la fonction respiratoire, ce qui représente la

principale cause de déces (80-95 % des patients décédes).
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Figure 11 : bactéries cliniqguement importantes par classe d’age (41)

La figure 11 nous présente les bactéries cliniquement responsables de cette dégradation
pulmonaire. S. aureus et H. influenzae sont majoritairement présents dans I’enfance, puis chez

I’adulte, ¢’est P. aeruginosa qui est principalement retrouvé.

1.4.3.3 Les plaies chroniques :

Une plaie devient chronique lorsqu’aucun signe de cicatrisation n’apparait apres 4 a 12
semaines malgré une prise en charge appropriée. Les causes sont principalement une
artériopathie oblitérante des membres inférieurs a 1’origine des ulcéres artériels, une
insuffisance veineuse chroniques favorisant les ulcéres veineux, une pression chronique
notamment chez les patients alités entrainant ’apparition d’escarres, et enfin des troubles
métaboliques comme le diabéte avec le malheureux pied du diabétique et son mal perforant
plantaire. (3) D’autres plaies chroniques existent comme les plaies tumorales, ainsi que les
moignons d’amputation. Méme si les données épidémiologiques sont limitées, ce serait
environ 6,5 millions d’américains, 200 000 anglais, et plus de 2 millions de frangais qui
souffriraient de plaies chroniques. (3,42) Ces plaies sont sources d’inconfort, de douleur,
d’altération de la qualité de vie ainsi que de I’autonomie, de porte d’entrée d’agents infectieux
et parfois de honte. Devant le caractére persistant, il peut exister une part de découragement
chez les soignants et les patients. De plus, devant I’augmentation des taux de patients
diabétiques, de la sédentarité, et du vieillissement de la population, la prévalence des plaies
chroniques ne cesse d’augmenter. La guérison d’une plaie est un processus dynamique qui
comprend un enchainement successif de 3 principales étapes. La phase inflammatoire qui ne
dure que quelques jours, suivie d’une phase de prolifération tissulaire (apparition d’un tissu de

granulation, angiogénese, bourgeonnement, re-épithélialisation) et enfin d’une réorganisation
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tissulaire. La physiopathologie de la chronicit¢é d’une plaie est essentiellement due a la
persistance d’une inflammation locale provoquée par la rémanence d’un biofilm. (3) La
persistance d’un biofilm cause en effet le blocage du processus de cicatrisation en phase
inflammatoire via la formation d’un infiltrat leucocytaire. Cette réaction inflammatoire a pour
but d’¢éliminer le biofilm, en sécrétant de grandes quantités d’espéces activées de 1’oxygeéne
ainsi que des protéases pour rompre les liens entre le tissu et le biofilm. Cependant, ces
composés ne sont pas spécifiques et attaquent les tissus sains. L’hypothése avancée est que la
réponse inflammatoire serait bénéfique pour le biofilm, car d’une part elle est inefficace car le
biofilm permet de protéger les cellules en son sein, et d’autre part elle stimulerait la
production d’exsudat, offrant un flux continuel de nutriments pour le biofilm. (43). Les
microorganismes les plus fréguemment rencontrés sont : le genre Staphyloccocus (aureus et
epidermidis), P. aeruginosa, et E. faecalis. (3) Si les biofilms ne sont pas I’unique raison des
plaies chroniques, ils n’en sont pas moins responsables puisque ils sont retrouvés, selon les
études, entre 60 et 100 % des plaies chroniques, et seulement dans 6 % des plaies aigues. (44)
Cependant, la présence de bactéries dans le lit de la plaie n’est pas forcément négatif, la
colonisation bactérienne faisant partie intégrante du processus de cicatrisation, il faut
respecter 1’écosystéme bactérien de la plaie. En effet lors de la phase de détersion de la plaie,
il y a une disparition des coccis a Gram positif au profit des bacilles a Gram négatif. Puis lors
de la phase de prolifération tissulaire, les coccis a Gram positif commencent a réapparaitre,
pour au final, durant la cicatrisation redevenir majoritaires. (45) Le meilleur moyen de
guérison d’une plaie due & un biofilm passe d’une part par la limitation de la charge du
biofilm par débridement fréquents et d’autre part par des mesures de prévention (lavage des
mains, port de masque, pansements fermés...) afin de prévenir la reconstitution du biofilm.
L’utilisation des antiseptiques au long cours est controversée, et serait plutét déconseillée car
ils pourraient retarder le processus de cicatrisation en exercant un effet cytotoxique sur les
kératinocytes ainsi que sur les fibroblastes. Ils sont également responsables d’intolérances,
d’allergies et ils sont contre indiqués avec plusieurs types de pansements (les alginates,
hydrocolloide, hydrocellulaire et pansements a I’argent). Actuellement, il existe un fort
consensus de la part d’experts de diminuer voire supprimer [’usage d’antiseptiques lors de la
prise en charge des plaies chroniques. L’antisepsie est davantage préconisée lors de la
période initiale de la plaie afin de supprimer la flore résiduelle, et surtout d’éliminer les

contaminations exogenes. (46)
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1.4.3.4 Les biofilms sur dispositifs médicaux implantables

Les infections associées aux soins, dues aux dispositifs médicaux implantables
représentent un fardeau pour les équipes médicales avec une morbidité et une mortalité
significative. Immédiatement aprés 1’insertion du dispositif médical (DM), les composés
tissulaires recouvrent rapidement la surface du DM (protéines, plaquettes, fibres de
collagene...) formant un film conditionnant sur lequel les microorganismes vont adhérer de
facon réversible dans un premier temps. (3) Cette phase est probablement la plus importante
car plus les microorganismes vont avoir de facilité a adhérer sur le DM plus le risque de
biofilm mature ultérieur est grand. Les propriétés physicochimiques de surfaces sont donc
essentielles (forces électrostatiques, liaisons de Van der Walls, propriétés hydrophobes...) ce
qui induit actuellement beaucoup de recherche sur de nouveaux nanomatériaux pour fabriquer
les DM limitant la formation de biofilms. Enfin, les caractéristiques du liquide ou tissu auquel
est exposé le DM influence la formation de biofilm. Une fois mature, d’autres facteurs
influencent le biofilm (température locale, taux de nutriments, concentration de substances
toxiques, forces de cisaillement...). Enfin, la pérennité du biofilm est favorisée par le DM lui-
méme car les leucocytes de I’hote ne peuvent intervenir que sur la surface du biofilm, et leur
capacité de phagocytose reste trés limitée a cause de la MEC. (47) La fréquence des
complications sur DM est trés variable selon le type de DM et de la localisation. Parmi toutes
les causes d’infection a biofilm liée a un DM, les infections du tractus respiratoire profond des
patients sous assistance ventilatoire représentent 22,8 % des cas. En seconde position se
placent les infections a biofilms sur sonde urinaire qui représentent 17,2 % des cas. (3) De
facon plus détaillée, dans les 2 premieres semaines, pres de 50 % des sondes urinaires sont
colonisées par un biofilm. (48) En plus des risques de pyélonéphrite et de septicémie, la figure
12 nous montre le risque éventuel d’obstruction de la sonde par formation d’un biofilm dit

cristallin.
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Figure 12 : exemple de formation d’un biofilm cristallin sur une sonde urinaire (48)

En effet, certaines bactéries, comme Proteus mirabilis, possédent des uréases qui
transforment 1’'urée en ammoniac et dioxyde de carbone. L’ammoniac ainsi libéré provoque
une augmentation du pH aux alentours du biofilm, ce qui induit la formation de cristaux qui
risquent d’obstruer la sonde. De plus les cristaux peuvent s’enclaver dans le biofilm, d’ou leur

nom de biofilm cristallin. (49)
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Tableau 1 : principaux DM implantés annuellement aux USA et risques infectieux associés

Cathéters rinaires
Catheters vasculaires
s Cathéters de longue duree
Chambres implantables
Cathéters d'hémodialyse
Cathétars tunnellisés
# Cathéters de courte duree
Cathéters périp hénques

Cathétars veineux centraux

(12)

Nom bre de dispositifs implantés par an

> 30000000

5000000
= 500000
400000
= 250000

=100000

ND

= 4000000

Incidence ou prévalence de Iinfection

5 % par jour de sondage

0,501 000 jours

201 000 jours

1-211 000 jours

0,51 000 jpurs

101 000 jours

Dispositifs orthopédiques

Matérieks d'ostéosynthése 2000000 5a10%

Prothéses articulaires 600000 142%
Implants dentaires 1000000 5a10%
Matériel infracardiaque

Stimulateurs/défibrillateurs 300000 142%

Valves cardiaques mécaniques 25000 143 %

Assistance circulatoire o0 Jusou'a 50 %
Prothéses vasculaires 450000 1a10%
Implants mammaires 130000 1a2%
Matériel neurochirurgical

Dértvation ventriculaire externe 122000 ~10 %

Dérivation wentriculo-périton éale 18000 25 %

Stimulateur intracérébral ND 4 %

Enfin, les infections a biofilm suite a un acte chirurgical (plaie chirurgicale, protheses, valves
cardiaques...) représentent 15,7 % des cas. Les microorganismes les plus fréquemment
impliqués sont des bactéries a Gram positif (S. aureus, S. epidermidis et E. faecalis), des
bactéries a Gram négatif (E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis et P. aeruginosa) ainsi que des
levures (particulierement C. albicans). (50) Outre I’effet néfaste local du biofilm, le
détachement de cellules peut étre a I’origine d’infections systémiques, en particulier si le
systtme immunitaire de ’hote est altéré. Par ailleurs, il subsiste le risque de formation
d’emboles par détachement de fragments entier de biofilm et de tissus. C’est le cas lors de
certaines endocardites infectieuses par exemple, lorsqu’un fragment d’une végétation d’une

valve se détache et part se bloguer dans une artére céréebrale. (3)

La prise en charge la plus appropriée d’infection a biofilm sur DM reste 1’excision du DM

impliqué, lorsque cela reste possible. Compte tenu de I’impact financier de ces infections, ne
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nombreuses recherches sont menées avec différentes stratégies pour éviter la formation de ces

biofilms liés a ’utilisation de DM.

1.5 Les parametres modulant I'apparition des biofilms

L’apparition d’un biofilm semble inévitable a partir du moment que sont réunis : des
micro-organismes, des éléments nutritifs, de 1’eau ainsi qu’une surface (ou interface). (5) Les
phases précoces de formation du biofilm (notamment 1’adhésion) sont probablement les plus
importantes car une fois initié, le développement du biofilm suit logiqguement sa croissance,
devenant avec le temps de plus en plus résistant, protégé par sa MEC. Ainsi, de nombreuses
recherches actuelles portent sur la fabrication de biomatériaux altérant la formation de
biofilms a leur surface.

Trois grands parameétres influencent le développement d’un biofilm (51) : tout d’abord le
phénotype cellulaire (selon le genre, I’espéce, la souche, I’expression de certains génes codant
pour des adhésines par exemple est cruciale) ainsi que le métabolisme bactérien (une cellule
métaboliquement inactive qui ne produit donc pas d’adhésine spécifique ni de MEC ne pourra
pas a elle seule former de biofilm car le processus s’arrétera au stade de 1’adhésion
réversible). Le deuxieme est directement lié au type de surface, et surtout sa rugosité. En effet,
plus la surface est rugueuse, plus sa superficie potentielle pour un biofilm est importante, et
moins les forces mécaniques pourront, dans les anfractuosités, détacher ce biofilm. Il
semblerait que la rugosité affecte uniqguement le nombre de cellules dans le biofilm, et non
pas le type d’espéces présentes. (52) Cette problématique est entre autres trés présente en
odontologie, des colles et des implants dont la rugosité est suffisamment faible doivent étre
utilisés afin que le brossage dentaire puisse éeliminer les cellules qui ont adhéré quelques
heures auparavant. En pratique, la profondeur du motif de rugosité a 0,2 um correspond a la
valeur seuil de la rétention cellulaire. En dessous de cette valeur, il n’y a pas de diminution de
I’adhésion, alors qu’au dessus, il y a une augmentation de 1’adhésion corrélée a
’accroissement de la rugosité. (52) Enfin le dernier grand paramétre est 1i¢ a I’environnement
biologique et physico-chimique immédiat. En suspension aqueuse, il est possible de prédire le
comportement cellulaire a partir de différentes théories prenant en compte la cinétique du
fluide si elle n’est pas nulle, mais aussi la sédimentation, les interactions électrostatiques, les
forces de Van der Waals, les interactions hydrophobes, ainsi que les liaisons hydrogénes. La
théorie DLVO (des initiales de ses inventeurs Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek)
permet d’étudier en partie 1’adhésion des micro-organismes. Elle détermine le potentiel total
d’interaction entre 2 particules résultant de la somme du potentiel attractif (li¢ aux forces de
Van der Waals) et du potentiel répulsif de double couche électrique (lie aux forces
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¢lectrostatiques). La version mise a jour de cette théorie prend en compte d’autres potentiels
d’interaction a trés court rayon d’action tel que les réactions acide / base de Lewis. (53)
Finalement, & quelques exceptions pres, les surfaces les plus rugueuses et hydrophobes seront
les plus @ méme d’induire la formation d’un biofilm. (54) Cependant, la situation se
complique lorsque I’on considére une surface placée dans un fluide (que ce soit ’océan, la
circulation sanguine ou encore le tractus urinaire), car diverses particules en solution ou
suspension, tel que des protéines, vont former en quelques secondes une couche recouvrant le
dispositif médical. Cette couche (essentiellement protéique) est parfois dénommée film
conditionnant. (53) Sur les tissus natifs, elle est présente en permanence. Ce film
conditionnant a pour conséquence de masquer et modifier les propriétés de surfaces du
biomatériau sous-jacent ce qui rend beaucoup plus compliquée 1’étude de I’ensemble des
interactions. Les ions dans I’environnement peuvent également moduler I’adhésion. (55) Par
exemple les cations divalents favorisent les interactions cellules / substrat, chargés souvent
négativement. Le cation forme un pont inter-moléculaire entre le substrat et la cellule via
I’interaction électrostatique attractive. Par ailleurs, les forces électrostatiques répulsives sont
influencées par la concentration ionique du milieu. L’augmentation de la concentration
ionique a pour effet de diminuer les forces électrostatiques répulsives, ce qui réduit alors la
distance entre les cellules et le substrat, favorisant ainsi 1’adhésion. Une syntheése des facteurs

de variation modulant I’apparition des biofilms est présentée sur le tableau 2.

Tableau 2 : synthése des paramétres modulant 1’adhésion cellulaire (56)

Surface morphometry Macroporosity
Microporosity
Micro-roughness
Nano-roughness

Physico-chemical Surface energy

properties Hydrophylicity/superhydrophylicity

Hydro phobicity/super hyd rophobicity
Hydrophobic functional groups
Polar functional groups
Charged functional groups
Functional groups with specific activities
Degree of hydration

Environmental Electrolytes
conditions pH
Temperature

Host proteins host adhesins
Shear rate/|fluid viscosity
Fluid flow rate

Pathogen Gram-positive/Gram-negative
Cenus/Species
Bacterial shape
Surface energy
Strain type and specific set of
expressed adhesins
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1.6 L’architecture des biofilms
1.6.1 Répartition des cellules au sein du biofilm :

De par la proximité des cellules du biofilm, de nombreuses interactions influencent les
caractéristiques de chaque colonie par I’intermédiaire de ce que ’on peut appeler le «
phénotype social ». Nous pouvons définir le phénotype social comme étant tout phénotype
qui exerce une action, positive ou négative, sur le développement et la croissance d’autres
individus, et qui évolue en partie grace aux consequences de son action sur les individus de

son entourage. (57) Ces interactions, dites sociales, peuvent étres de plusieurs ordres.

Le premier type de relation sociale peut étre une forme de coopération. Il peut par exemple
exister une sécrétion de «public goods » en anglais, qui correspondent a des molécules
sécrétées par une lignée cellulaire, dont les bienfaits ne sont pas uniquement destinés a cette
derniere. Ces molécules en question peuvent correspondre a des chélateurs de nutriments, des
molécules de signal, des polysaccharides extracellulaires, des enzymes de digestions, etc...
qui sont bénéfiques pour la lignée cellulaire qui a sécrété un de ces composes, mais aussi pour
les autres cellules du voisinage, si elles sont capables de les utiliser. Ces derniéres peuvent
étre génétiquement identiques a la lignée sécrétrice, ou bien peuvent correspondre a une autre
souche ou espéce ou phylum bactérien ou encore fongique. Pour illustrer ceci nous pouvons
prendre pour exemple le fer. Le fer est un élément indispensable au développement d’un
grand nombre de bactéries, et est souvent retrouvé en quantité limitée dans I’environnement.
Pour le capter, certaines bactéries sont capables de produire des peptides de bas poids
moléculaires appelées sidérophores, qui permettent de se complexer aux ions Fe3+ et d’étre
ensuite internalisés par la ou les cellules qui en sont capables. (57) Les cellules qui mettent en
jeu ce genre de coopération sont logiquement plus aptes que les cellules solitaires, a croitre
ensemble, a une vitesse supérieure au sein du biofilm et a résister aux menaces et agressions

extérieures.

Les relations sociales peuvent également étre compeétitives lorsque les cellules qui se
retrouvent ensemble n’expriment pas de relations harmonieuses. L’évolution a permis la mise
en place d’un certain nombre de stratégies compétitives, en allant de phénomeénes de
croissance et d’assimilation de nutriments de facon plus efficiente, jusqu’a la production
d’antibiotiques. Certaines souches bactériennes sont capables d’attaquer directement les

cellules ennemies, en injectant les antibiotiques dans les cellules adjacentes. (57)

La figure 13 nous présente les conséquences de ces mécanismes de coopération ou

compétition qui remodélent la structure du biofilm et impactent la répartition des cellules du
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biofilm. 11 en résulte une balance entre d’une part la formation de lignées séparées, mais

d’autre part la formation d’une mixité au sein de la communauté encastrée dans le biofilm.

Segreqated lineages Mixed lineages

Figure 13 : schématisation de la répartition spatiale des cellules au sein du biofilm (57)

Avant d’aborder I’impact des relations sociales sur la répartition cellulaire, le premier facteur
favorisant la ségrégation des lignées cellulaires est di simplement a la division cellulaire. En
effet la division cellulaire mére / fille entraine une expansion par formation de clusters de
cellules cotes a cotes. Ceci est d’autant plus favorisé par I’absence de forces de cisaillement
au sein du biofilm, qui pourraient fragiliser les communautés cellulaires encastrées. (57) Dans
un second temps, entrent en jeu les relations compétitives via le phénoméne d’antagonisme
entre especes, qui favorise la ségrégation des lignées. Ceci peut se dérouler lorsqu’une lignée
cellulaire est productrice d’une toxine par exemple, qui lui confére un atout par rapport a
toutes les autres espéces et parvient ainsi a prendre 1’avantage sur la répartition spatiale et
démographique. Vont résister les cellules qui possédent 1’antidote nécessaire a 1’inactivation
de la toxine mais aussi les cellules éloignées dans le biofilm qui ne seront pas impactées par la
toxine a cause de I’existence d’un gradient dégressif de concentration. C’est un des facteurs

qui influence la formation de lignées cellulaire distinctes. (57)
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Figure 14 : schématisation du phénomeéne d’antagonisme (A). Schématisation du phénoméne
de coopération mutuelle ou unidirectionnelle (B, C). (57)

Comme le montre la figure 14, méme si le phénomeéne d’antagonisme est fréquent, il s’avére
que pour la majorité des biofilms, les relations seraient plutdt coopératives, (4) favorisant
ainsi la mixité spatiale au sein des biofilms afin de recevoir des avantages de la part des autres
microorganismes, via la sécrétion des « public goods ». Plusieurs options sont alors possibles
pour illustrer ceci. Il peut exister une symbiose lorsque deux organismes auxotrophes (qui
sont incapables de synthétiser un composé organique nécessaire a leur croissance) produisent
chacun, un métabolite qui permet de complémenter 1’autre avec le nutriment indispensable.
Les deux lignées cellulaires vont croitre ensemble, 1’'une ne pouvant se passer de 1’autre, le
bénéfice est mutuel. (57) Il peut exister cependant des avantages unidirectionnels lorsqu’une
lignée cellulaire produit un métabolite qui confére un avantage au développement des autres
lignées cellulaires voisines, mais qui ne recoit rien en échange. Ce métabolite en question peut
étre un déchet produit par la lignée cellulaire principale, qui peut se révéler étre une source de
carbone pour les lignées adjacentes ce qui va favoriser leur croissance. Dans certains cas, ce
mécanisme permet la détoxification de 1’environnement facilitant tout de méme en retour une
meilleur croissance de la lignée principale. (58) Si en revanche le métabolite produit destiné
en premier lieu a la lignée cellulaire principale, s’avére étre coliteux energétiquement a
produire, et que d’autres lignées cellulaires en profitent sans rien donner en retour, ces
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derniéres sont alors considérées comme des tricheuses, ou parasites (« cheating strain » en

anglais).

Des modélisations informatiques permettent de représenter la répartition cellulaire au sein du

biofilm, dans certaines situations qui ont été obtenues expérimentalement. (57)

Figure 15 : avantage compétitif de la sécrétion de « public goods » (57)

La figure 15 met en évidence I’avantage compétitif conféré par la sécrétion de « public
goods » produits par la lignée cellulaire rouge par rapport a la lignée cellulaire verte qui n’est
pas productrice, et qui ne possede pas le systeme adéquate pour en tirer bénéfice. En bas du
schéma, les lignées vertes et rouges sont en quantité équivalente, mais nous observons
clairement ’avantage spatial et démographique de la lignée rouge au cours de son

développement (vers le haut du schéma).

Figure 16 : modélisation du phénomene d’antagonisme (57)

La figure 16 met en évidence la coexistence au sein du biofilm de lignées cellulaires sécrétant
des toxines (en noir) avec des cellules sensibles a ces toxines (en orange) ainsi que des
cellules quiescentes en gris. On observe ici un phénoméne d’antagonisme
puisqu’effectivement la lignée orange est capable de proliférer uniquement lorsque la lignée
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sécrétrice de toxine ne se situe pas dans le proche entourage ce qui provoque la ségrégation
des lignées. D’autre part les cellules se trouvant a 1’état quiescent ne sont pas impactées par la
toxine puisque leur fonctionnement cellulaire est au repos, elles correspondent aux cellules

dormantes que 1’on retrouve nichées au fond des biofilms.

Figure 17 : coopération versus compétition (57)

La figure 17 met en évidence I’impact de la balance entre coopération et compétition. Les
lignées bleues et jaunes possedent un mécanisme de coopération faible par rapport a
I’antagonisme qui existe entre ces deux lignées. La lignée verte n’est pas capable d’exprimer
des signaux pouvant induire un phénomene de coopération. Lorsque le phénomene de
compétition est plus fort, on observe une séparation des lignées aux extrémités de la zone de
croissance (vers le haut du schéma) alors que la lignée verte est complétement étouffée par les
deux autres lignées cellulaires, ceci grace a la coopération cellulaire entre la lignée bleue et

jaune, qui, méme étant faible, est suffisante pour prendre I’avantage sur la lignée verte.

Figure 18 : coopération versus compétition (57)

La figure 18 montre également I’impact de la balance entre coopération et compétition, mais a
I’inverse de la précédente le phénomeéne de coopération entre les lignées bleues et jaunes a

plus d’importance que le phénoméne de compétition ce qui induit la mixité cellulaire. Ainsi,
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nous observons que les lignées cellulaires qui expriment entre elles un phénoméne de
coopération s’associent mutuellement dans ’espace, en excluant les lignées qui ne possedent

pas de mécanisme de coopération jusqu’a les submerger.

Ces hypotheses expliquant les mécanismes de répartition des cellules au sein des biofilm sont
sans cesse contre balancées les unes part rapport aux autres, d’autant plus que les modéles
représentés ici sont simplistes par rapport a la réalité puisque bien souvent les biofilms sont
composés d’un nombre bien plus important de lignées cellulaires. (11) Les remaniements sont

constants, modifiant les relations existantes entre les communautés cellulaires.

Par ailleurs, en plus de la mixité et de la ségrégation des lignées cellulaires, il existe une
stratification de la répartition cellulaire au sein du biofilm, qui est facilement explicable par
les différents gradients qui peuvent coexister, tels qu’ils peuvent étre représentés sur la figure
19.
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Figure 19 : les différents facteurs a I’origine de la stratification cellulaire (4)

La MEC du biofilm altére la diffusion des solutés et cree ainsi des gradients de concentration
relativement stables a 1’origine de différents habitats dans le biofilm. Sur la gauche du schéma
est représenté un biofilm dont I’abondance des nutriments n’est pas un facteur limitant de la
croissance, a I’inverse du dioxygene. En effet, ce dernier diffuse dans I’épaisseur du biofilm,
mais la vitesse de diffusion est plus lente que sa vitesse de consommation par les cellules.
Ainsi, les cellules aérobies se répartissent plutét a la surface du biofilm, puis lorsque la

respiration cellulaire devient tres limitée, les cellules utilisent la fermentation comme systeme
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de production d’énergie. Enfin au fond du biofilm la ou le dioxygeéne est absent, se retrouvent
des cellules anaérobies. De facon similaire dans un biofilm ou ce sont les nutriments qui sont
en quantité limitée, un gradient est inévitablement créé, conduisant a une déplétion de
nutriments dans les couches profondes du biofilm. Ainsi, les cellules proches de la surface
vont posséder une activité enzymatique intense, alors que plus profondément se trouvent des
cellules avides de nutriments, certaines se mettent dans un état de dormance, d’autres sont
viables mais non cultivables, enfin certaines sont mortes. D’autres gradients influencent ces
phénomenes de stratification comme les gradients de pH, de molécules de signalisation du

Quorum Sensing (QS), de déchets cellulaires etc...

1.6.2 La MEC

La MEC est un mélange complexe de composés en solution ou en suspension dans le
composant majoritaire de la matrice, qu’est I’ecau. En effet ’eau, présente a plus de 97 %, joue
le réle de solvant. (4) Les communautés microbiennes sécrétent alors d’une part des composés
hydrosolubles, telles que des substances polymériques comme certains polysaccharides
permettant entre autre de gélifier la phase continue, des protéines ainsi que de I’ADN, ou bien
des substances non polymériques comme des ions. Des composés insolubles se retrouvent
également en suspension comme des fibres amyloides, de la cellulose, pili (ou fimbriae), ou
encore flagelles. (59) Au milieu de tout ceci se trouvent des canaux permettant de faciliter les
échanges au sein du biofilm. Cependant la composition de la MEC est tres variable et dépend
des microorganismes présents dans le biofilm, des phénomeénes de coopération et compétition,

des gradients de concentration de divers solutés, des forces de cisaillement etc...
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Figure 20 : biofilm d’A. fumigatus montrant la MEC (fleche blanche) enveloppant les hyphes
(fleche noire) (60)

1.6.2.1 Les polysaccharides :

Les différents polysaccharides que 1’on retrouve dans la MEC sont nombreux et
possedent diverses caractéristiques physicochimiques capables de fournir plusieurs avantages
aux cellules du biofilm. Beaucoup de ces polysaccharides sont polyanioniques mais certains
sont neutres ou polycationiques. Ce sont des homo ou hétéro polyméres composés d’une
longue chaine carbonée a motifs répétés allant de 0,5 & 2,0 x 10° Da. (61) Nous pouvons
différencier trois principaux avantages fournis par les polysaccharides, le premier étant de
favoriser 1’adhésion au sens général en jouant le role de « glue », que ce soit lors de la phase
d’attachement initial des cellules, ou bien par la formation d’un hydrogel stabilisant les
interactions cellulaires dans le biofilm, ou bien lors de la phase de détachement durant
laquelle la désorganisation de ces polysaccharides permet de libérer des cellules dans
I’environnement pour former un biofilm plus loin. (62) Chez la plupart des espéces
bactériennes ¢étudiées, les polysaccharides permettant 1’adhésion comportent le méme
homopolymére (B-1-6 2-amino-2-désoxy-d-glucopyranosyl) présenté sur la figure 21, avec

des degrés de N-acétylation, O-succinilation et des poids moléculaires variables.
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Figure 21 : motif structural des polysaccharides d’adhésion intercellulaire (62)

Le deuxieme avantage induit par les polysaccharides consiste en la protection contre les
menaces extérieures. En effet, les fibres polymériques formant un maillage tridimensionnel, la
diffusion des antibiotiques est altérée voire complétement stoppée pour certains. D’autre part,
les polysaccharides permettent de diminuer la détectabilité des organismes du biofilm par le
systéme immunitaire, mais également altérent le phénoméne de phagocytose ainsi que 1’action
du systeme du complément de I’hote. (63) Enfin, par leurs propriétés humectantes, les
polysaccharides permettent de retenir de grandes quantités d’eau, protégeant ainsi la

communauteé cellulaire de la dessiccation. (4)

Enfin le dernier avantage est médié par le réle architectural des polysaccharides. En effet, ils
permettent de créer des gradients de concentration de nutriments, de dioxygene, de signaux de
communication, de déchets cellulaires ou encore de pH ce qui induit une hétérogénéité des
habitats possibles, provoquant une stratification des populations cellulaires dans le biofilm

comme nous I’avons vu précédemment.

1.6.2.2 Les protéines :

Elles sont constamment produites et dégradées en réponse aux changements de
conditions dans le biofilm. Dans la MEC, nous retrouvons des protéines sécrétées par les
cellules, des protéines qui sont issues de la lyse cellulaire, mais aussi des protéines associées
aux membranes de vésicules de sécrétion. (64) Ces protéines peuvent revétir de multiples

roles.

e Ce peut étre des enzymes, capables d’assimiler des nutriments, qui sont parfois
considérées comme un systeme digestif extracellulaire commun a plusieurs cellules
voisines. Si les substrats de ces enzymes sont des fibres de collagéne ou d’élastine,
alors ces enzymes peuvent jouer le role de facteur de virulence, en induisant une

digestion des tissus de 1’hote associée a une réaction inflammatoire.
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e Une autre propriété des protéines est la possibilité de formation de liaisons
électrostatiques avec certains polymeres de la MEC, augmentant ainsi la robustesse
des fibres, ce qui induit une résistance a la digestion enzymatique, a la dessiccation et
a la dénaturation thermique. Ces phénomeénes ont été observés entre autres chez

Pseudomonas aeruginosa. (65)

e Dans certains biofilms, les protéines peuvent ¢galement s’agglomérer pour former des

fibres amyloides insolubles et hautement résistantes aux protéases.

e Enfin, les protéines peuvent entrer en jeu lors de la communication intercellulaire,
notamment dans des phénomenes de « QS » qui nécessitent la libération de signaux
chimiques, certains pouvant étre peptidiques. (66) La communication peut également
se dérouler a I’aide de signaux électriques, ou des électrons peuvent circuler dans la
MEC via des pili formant des nanofilaments protéiques capables d’assurer leur
transport. (67,68)

1.6.2.3 L’ADN extracellulaire

L’ADN extracellulaire, composant important de la pathogénésie des biofilms a
d’abord été mis en évidence chez P. aeruginosa, S. intermedius, S. mutans puis chez E.
faecalis et le genre Staphylococcus. (69) Cet ADN extracellulaire est principalement issu de
I’auto lyse des cellules du biofilm, mais peut également provenir de la lyse cellulaire lors de
phénomenes de compétition. De fagon surprenante, la présence d’ADN extracellulaire a été
mise en évidence dans un jeune biofilm d’E. faecalis (<4h post inoculation) qui ne peut avoir
pour origine la lyse cellulaire. (70) Une fois dans la MEC, I’ADN peut étre capté par les
cellules environnantes. Un systeme enzymatique de recyclage composé de
désoxyribonucléases peut alors mettre a profit cette source de phosphore, carbone et énergie,
tel qu’il a pu I’étre observé chez P. aeruginosa. (71) En revanche, I’ADN peut étre capté tel
quel sous forme de plasmides par les cellules voisines, ceci afin de récupérer 1’information
génétiques, a 1’origine des transferts horizontaux de genes. Cette acquisition d’information
génétique est responsable entre autre de I’acquisition de certaines antibiorésistances par des
espéces auparavant sensibles. (72) Enfin, L’ADN extracellulaire peut étre impliqué dans
I’intégrité de la structure du biofilm. En effet, I’ADN étant chargé négativement, des liaisons
électrostatiques peuvent se former avec des polymeres cationiques, ce qui renforce

positivement le maillage de la MEC. (73)
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1.6.2.4 Les lipides

Les lipides sont retrouvés en faible quantite dans la MEC par rapport aux autres
composant, de ’ordre de 1 % (74). Leur composition et leurs rdles précis ont été jusqu’a
présent peu étudiés. Nous pouvons tout de méme retrouver des familles de lipides, tel que des
phospholipides, des glycolipides ou des lipides dits neutres sans propriétés tensioactives. Le
taux de phospholipides et de sphingolipides par gramme de biomasse est supérieur dans la
forme sessile par rapport a la forme planctonique. D’autre part, la proportion de lipides varie
en fonction de 1’état de développement du biofilm. (75) Il semblerait que les lipides aient un
role durant la premiére étape de formation du biofilm, en favorisant 1’adhérence sur des

surfaces hydrophobes.

1.6.2.5 Les canaux

L’observation par microscopie électronique des biofilms a permis de mettre en
évidence la présence de canaux entre les cellules, formant un véritable réseau capable de
maintenir un flux continuel de nutriments jusqu’au centre du biofilm. Ces canaux servent
aussi pour I’¢élimination des déchets. Des particules de plusieurs micromeétres de diametres

peuvent étre transportées ainsi. (76)

Figure 22 : Caractérisation des canaux d’un biofilm de Bacillus subtilis (77)

53

DUPIN
(CC BY-NC-ND 2.0)



Sur I’encadré A de la figure 22, nous pouvons observer la croissance d’un biofilm de B.
subtilis sur un gel d’agar contenant de I’eau et des nutriments. Lorsque le biofilm effectue sa
maturation (plusieurs centaines de micromeétres d’épaisseur et plusieurs centimetres de
diamétre), il forme des rides qui sont a I’origine de la formation des canaux. L’encadré B nous
montre une série d’images en microscopie dans une région proche du centre, au moment de
I’injection d’un colorant aqueux et plusieurs secondes apres 1’injection, mettant en évidence le
réseau de canaux. L’encadré C nous montre de fagon similaire, une vision depuis le dessus du
biofilm apres injection du colorant. L’encadré D permet d’observer une coupe transversale
d’un canal, alors que dans 1’encadré E nous pouvons Visualiser la méme image vue de

dessous. Enfin, une représentation transversale d’une partie de biofilm est schématisée en F.

En plus de toutes les fonctions vues précédemment, la MEC permet de capturer de fagon plus
efficiente les ressources nutritives présentes hors du biofilm par rapport aux cellules
planctoniques. (4) Ces ressources peuvent provenir de la phase aqueuse surnageant le biofilm,
ou bien de la surface colonisée par celui-ci si elle est biodégradable. Les substances
polymériques extracellulaires agissent de facon passive telle une éponge en absorbant et
adsorbant les nutriments, gaz et autres molécules via des mécanismes d’échanges anioniques
et cationiques non spécifiques, ce qui permet aux biofilms de croitre dans des milieux trés
appauvris en nutriments. (78) La rétention de composés n’est pas spécifique, ce qui veut dire
que ’on retrouve un nombre conséquent et varié de molécules qui s’accumulent dans le
biofilm, non seulement des nutriments, mais aussi des toxiques, et méme de facon surprenant
des composés fortement hydrophobes (benzéne, xyléne, toluéne...). (79) Si ces substances ne
sont pas dégradées, elles sont libérées ultérieurement vers la phase aqueuse si le gradient de
concentration y est favorable. Ainsi, les biofilms peuvent se comporter a la fois comme des

éboueurs mais aussi comme des sources de contaminants.

La production de la MEC est donc un processus dynamique qui dépend de nombreux facteurs.
Cependant, sa production implique un co(t énergétique important pour les communautés
microbiennes, et si I’évolution a conservé ce phénomeéne, c’est que ’intérét de la MEC est

essentiel pour les fonctions du biofilm. (80)

1.7 Les étapes de formation d’'un biofilm

La formation d’un biofilm est régie par de multiples facteurs, tels que des facteurs
environnementaux, des changements phénotypiques, I’utilisation du QS ainsi que des
molécules effectrices. Ciofu et son equipe ont montré que la formation des biofilms était
principalement gouvernée par des réponses adaptatives plutdt que par des programmes
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géneétiques spécifiques. (81) Les étapes de formation du biofilm ont été décrites pour des
biofilms divers et variés. Il existe des différences qui dépendent d’une part des conditions
environnementales (type de surface, localisation anatomique, forces de cisaillement...) mais
aussi des especes microbiennes qui s’associent pour former un biofilm. Cependant il peut étre

dégagé 5 étapes principales :

1) Attachement réversible

2) Attachement irréversible

3) Prolifération et production de la MEC
4) Maturation

5) Détachement et dispersion

Ces étapes sont également schématisées sur la figure 23.
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Figure 23 : étapes de formation d’un biofilm (12)

Un biofilm peut se former en peu de temps, de quelques heures a quelques jours. L’exemple

frappant étant la plaque dentaire. (82)

1.7.1 Attachement réversible :

La premiere étape de formation d’un biofilm consiste en [’adsorption passive,
réversible et non spécifique des cellules sur une surface (organique ou inorganique, biotique
ou abiotique), influencée par des parametres physico-chimiques que nous avons vus
précédemment ainsi que par les nutriments et le chimiotactisme. (83) Il se trouve que les
bactéries flagellées mobiles possedent un avantage compétitif en ayant la possibilité de
surmonter les forces hydrodynamiques grace a leur(s) flagelle(s). Ceci a été mis en évidence
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entre autre chez P. aeruginosa, L. monocytogenes, Vibrio cholerae et E. coli. (84) De plus,
I’adsorption peut étre stabilisée par des appendices extracellulaires (pili ou fimbriae) présents
au préalable a 1’adhésion. A ce stade, les cellules peuvent se désorber d’elles mémes et
retourner sous forme planctonique sous I’influence de gradients de nutriments ou de
chimiotactisme, mais elles peuvent également se faire désorber par des forces
hydrodynamiques ou répulsives si ces forces sont supérieures a leurs forces attractives. Cette
¢tape d’attachement réversible se déroule sur un temps trés court, de 1’ordre de quelques

minutes. (43)

1.7.2 Attachement irréversible :

L’attachement est irréversible lorsque les cellules sont capables de résister aux forces
de cisaillement environnementales et d’adhérer de facon constante sur la surface. C’est un
phénomeéne actif et spécifique qui est médié par les organelles filamenteux appendus aux
microorganismes (fimbriae ou pili interagissant avec les structures moléculaires a la surface
des cellules). Chez E. coli cette fonction est supportée par les pili de type 1 qui possedent a
leur apex une adhésine FimH qui a toute son importance dans la colonisation du tractus
urogénital lors d’infections urinaires par exemple (Cf partie 2). (85) Chez P. aeruginosa,
I’adhésion irréversible repose principalement sur les pili de type 4. A partir de cet instant, une
action mécanique ou chimique est nécessaire pour rompre 1’adhésion des cellules. Cette étape
d’attachement irréversible est présentée sur la figure 24, elle survient généralement 2 & 4

heures apres 1’étape initiale. (43)

AccV SpotMagn Det WD Exp p——————— 1um
100KV 3.0 25000x SE 98 1

-

Figure 24 : phase d’attachement irréversible de bacilles sur des flacons d’irrigation nasale vue
en microscopie électronique a balayage. (86)
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1.7.3 Prolifération et production de la MEC

Les contacts de surface déclenchent des réponses entrainant des changements
d’expression des génes, favorisant entre autre la production de la MEC. Sa production est
croissante et débute rapidement apres les premiers contacts cellule/surface. La MEC permet
de renforcer les liens cellule/surface mais aussi cellule/cellule gréace a ses propriétés
gélifiantes, facilitant ainsi 1’agrégation inter-cellulaire rendant possible le recrutement
d’autres espéces fongiques ou bactériennes au sein du biofilm naissant, par phénoméne
d’accrétion. (62) De plus, certaines adhésines permettant de rendre irréversible 1’attachement,
peuvent également servir a la co-adhésion et la co-agrégation (le recrutement d’autres espéces
dans le biofilm), participant ainsi a 1’expansion du biofilm. D’autre part chez C. albicans,
durant cette phase, les levures filamentent pour former des pseudo-hyphes. En pratique,
I’apparition de ces pseudo-hyphes est un marqueur quasi pathognomonique d’un biofilm dans
lequel la levure est impliquée. (87) La production de la substance polymérique extracellulaire
survient genéralement dans les 6 a 12 heures suivant 1’attachement des microorganismes, a ce
stade, la croissance du biofilm se fait de fagon monocouche en surface. (43) Cette étape de

prolifération et de production de la MEC est visualisée sur la figure 25.

‘

“AccV SpotMagn Det WD Exp p——o—| S5um
100kv 30 6500x SE 938 1

Figure 25 : production d’exopolysaccharides d’un jeune biofilm sur des flacons d’irrigation
nasale vue en microscopie électronique a balayage. (86)

1.7.4 Maturation du biofilm :

Lors de sa croissance, le biofilm acquiére une structure tridimensionnelle multicouche
avec la présence de cellules qui se multiplient de facon exponentielle pour former des

colonies en son sein. La MEC est produite en quantité importante et peut alors occuper
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jusqu’a 90 % du volume. (3) Avec I’épaississement du biofilm, des gradients de concentration
commencent a apparaitre (dioxygene, nutriments, déchets cellulaires...) et sont a 1’origine
comme vu précédemment de la répartition et de la stratification cellulaire. L’arrangement
tridimensionnel conduit également a 1’apparition de canaux aqueux facilitant 1’apport de
sources carbonées, dioxygene et 1’élimination des déchets. Enfin, a ce stade, les cellules
commencent pour certaines a subir les événements de mort cellulaire, entrainant leur lyse et la
libération de leur contenu au sein du biofilm. L’apparition d’un biofilm complétement mature,
résistant aux biocides et libérant des cellules planctoniques survient généralement dans les 2 a
4 jours selon les différentes especes du biofilm et selon les conditions de croissance. (43) Un

exemple d’un tel biofilm est présenté sur la figure 26.

Figure 26 : structure tridimensionnelle d’un biofilm de P. aeruginosa sur un épithélium
respiratoire montrant la MEC ainsi qu’un canal aqueux (fleche blanche) vue en microscopie
électronique a balayage. (88)

1.7.5 Détachement et dispersion :

Lorsque le biofilm est mature, certaines cellules peuvent se détacher pour retourner
sous leur forme planctonique. Mais bien souvent, elles rebasculent de nouveau sous forme
sessile, afin d’engendrer un biofilm a distance pour profiter de nouveau des avantages
conférés par le mode de vie de ce dernier. Parfois, des fragments entiers du biofilm
(contenant cellule et MEC) sont relargués dans le milieu et peuvent alors former un nouveau
biofilm a distance sans repasser par la phase planctonique. Le détachement de certaines
cellule du biofilm peut étre causé par les cellules elles méme via plusieurs mécanismes : la
dégradation enzymatique de la MEC, la dissolution des adhésines par des protéases,
nucléases... (4) mais aussi via des phénoménes médiés par le QS. (89) Les changements

environnementaux sont a ’origine de la dispersion cellulaire (concentration en nutriments,
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variations du taux de dioxygene, augmentation de la concentration de toxiques, stress
divers...) Cette dispersion promeut la pérennité des lignées cellulaires en leur permettant
d’aller coloniser d’autres niches écologiques. D’autre part, le détachement peut également étre
induit de facon extrinseque via des forces de cisaillement, des phénomenes de corrosion et via
I’intervention de I’Homme. (90) Concernant les biofilms incluant des formes hyphales de C.
albicans, comme nous le montre la figure 27, les cellules fongiques relarguées du biofilm se
présentent sous forme levure. La pseudofilamentation est donc réversible, mais les levures
relarguées présentent un phénotype différent des phénotypes planctoniques car elles possedent
des propriétés d’adhérence, de filamentation et de pathogénicité bien supérieures. C’est
pourquoi les levures issues d’un biofilm sont probablement prédestinées a former un nouveau
biofilm potentiellement pathogéne. (87). Enfin, aprés une perturbation mécanique, les
biofilms sont capables de former de nouveau des biofilms matures en I’espace de 24 heures.
(43)

(B) . Candida albicans cells Dispersal

D Extracellular Matrix .

Attachment Proliferation Early Biofilm Mature Biofilm

Figure 27 : schématisation des étapes de formation d’un biofilm de C. albicans (87)

1.8 La communication inter-cellulaire
1.8.1 LeQS

1.8.1.1 Définition :

L’utilisation des antibiotiques exerce une pression de sélection sur les agents
pathogenes favorisant ainsi I’émergence d’espeéces multi-résistantes. Le manque de nouvelles
molécules pousse la recherche dans d’autres directions, sur le QS par exemple. Le QS
correspond a un des processus de communication inter-cellulaire. Ce phénoméne a d’abord
été mis en évidence chez une bactérie marine bioluminescente dénommee Aliivibrio fischeri.
(91) Cette bactérie est symbiotique d’Euprymna scolopes, un petit calamar de 1’océan
Pacifique central. Cette derniére permet d’émettre une bioluminescence a I’intérieur du corps

du céphalopode, qui le protege des prédateurs situés dans les eaux profondes en évitant de
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créer une ombre a la surface de ’eau. La luminescence provient de photons émis par la
luciférine lorsqu’elle retourne a un état stable aprés avoir été excitée par oxydation via la
luciférase en présence d’Adénosine triphosphate (ATP) et de dioxygéne. (91,92) L’émission
de lumiére dépend de I’expression du geéne de la luciférase et de la densité cellulaire, ces deux
facteurs étant liés par la sécrétion de signaux chimiques appelés auto-inducteurs. (93) Ces
auto-inducteurs, comme leur nom I’indique, sont capables d’induire une réaction sur les
cellules qui ont elles-mémes sécrété ces molécules. Cependant, ces signaux auto-inducteurs
n’agissent pas immédiatement, ils s’accumulent dans le milieu extracellulaire dont la
concentration est proportionnelle au nombre de cellules sécrétrices. Ce n’est qu’au-dela d’un
certain seuil de concentration en auto-inducteurs que les cellules vont déclencher une réponse,
via la liaison des auto-inducteurs a leurs récepteurs. (66) Le changement physiologique des
cellules ayant un colt énergétique important, ce n’est donc qu’une fois le quorum cellulaire
atteint que toutes ensemble, les cellules vont de facon coordonnée déclencher une réponse,
car, unies, les cellules d’une espéce donnée ont beaucoup plus de chance de résister aux
différents stress environnementaux en mettant en commun leurs atouts. Effectivement, isolées
ou en faible nombre, les mémes cellules qui déclencheraient une réponse aux auto-inducteurs

serait couteuse énergétiqguement, inefficace, et délétere pour leur survie.

Pour résumer, nous pouvons donc définir le QS comme étant un processus de communication
inter-cellulaire qui permet aux espéces bactériennes ou fongiques de modifier de facon
collective et coordonnée leur comportement en réponse a leur nombre dans le milieu. Ce
processus néecessite quatre étapes successives (93) : tout d’abord la production de petites
molécules chimiques appelées auto-inducteurs, puis une étape de sécrétion extracellulaire,
suivie de leur liaison a leurs récepteurs respectifs qui entrainent en dernier lieu une
modification du niveau d’expression d’un ou plusieurs geénes. Les génes et fonctions contrdlés
par le QS peuvent étre classés en 4 catégories fonctionnelles : la maintenance et prolifération
cellulaire (via la production de sidérophores, d’exoenzymes, de sporulation...), le transfert
horizontal de genes (par transformation de cellules dites compétentes, par conjugaison), le
comportement cellulaire (adhésion, formation de biofilm et dispersion, motilité...) et les
interactions avec les autres micro-organismes ou 1’hote (production d’exopolysaccharides, de
facteurs de virulence, d’antibiotiques, de bioluminescence...) (94) Certains de ces

comportements médiés par le QS sont représentés sur la figure 28.
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Figure 28 : schématisation des comportements contrélés par le QS (95)

Le QS en plus d’étre un processus de synchronisation d’expression génique concentration
dépendant, peut également étre décrit comme un moyen pour les cellules d’explorer
I’environnement. Cette autre théorie connue sous le nom de « diffusing sensing » (perception
de la diffusion) propose que les cellules, via la production d’auto-inducteurs, sont capables de
percevoir la densité cellulaire, la distribution spatiale ainsi que la limitation de la diffusion des
auto-inducteurs, et que selon les résultats obtenus, les cellules décident ou non de produire des
molécules plus couteuses en énergie. En tout état de cause il est clair que cette théorie ne doit

pas étre opposée au QS, mais doit étre considérée comme complémentaire. (96)

Les auto-inducteurs utilisés sont variés. Les molécules chimiques employées sont plus ou

moins propres a certains régnes, genres, voire especes.

1.8.1.2 Les Acyl Homosérine Lactone chez les bactéries a Gram négatif :

Quatre caractéristiques sont retrouvées dans la majorité des bactéries a Gram négatif
utilisant le QS. (97) La premiére concerne le type d’auto-inducteur utilisé. Méme si plusieurs
auto-inducteurs différents peuvent étre employés par une méme espéce, le groupe des Acyl
Homosérine Lactones (AHL) est le plus fréequemment retrouvé chez I’ensemble des bactéries
a Gram négatif utilisant le QS. La figure 29 nous présente le motif structural de ces
molécules, qui possedent toutes un noyau N acyl homosérine lactone associé a une chaine

carbonée allant de 4 a 18 carbones pouvant contenir des substitutions.
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Figure 29 : Structure chimique des AHL. (66)

La synthése de ces AHL est présentée sur la figure 30. Le cycle lactone est issu de la S-
adénosylméthionine (SAM) et la chaine carbonée provient d’un acide gras. La synthése de
I’ensemble des AHL est médiée par les enzymes de type LuxI (I pour inducteur) qui sont des
N-acyl homosérine lactone synthase. (97) Les enzymes de type LuxR (R pour récepteur)

permettent la synthése des récepteurs des AHL.
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Figure 30 : Réaction de synthese des AHL par les LuxI synthases. Acyl-ACP : Acyl-Acyl
Carrier Protein ; MTA : méthylthioadénosine. (98)

Ces molécules ayant une chaine carbonée relativement longue, possedent des propriétés
lipophiles. A faible concentration, les AHL sont sécrétées dans le milieu extracellulaire par
des transporteurs actifs, alors qu’a forte concentration, I’émission des AHL a lieu de facon

passive par diffusion transmembranaire.

La deuxieme caracteristique concerne la liaison des AHL. (97) Elle s’effectue sur des
récepteurs spécifiques de type LuxR essentiellement situés dans le cytoplasme. Ce sont des
protéines contenant deux domaines fonctionnels : I’extrémité N terminale sert a la liaison de
I’AHL, et ’extrémité C terminale contient un site de liaison a I’ADN. En I’absence de liaison
des auto-inducteurs sur leurs récepteurs, ces derniers sont dégradés. En revanche lorsqu’il y a
formation du couple LuxR-AHL, cette liaison stable, induit une dimérisation du récepteur

avant de se lier a I’ADN pour agir en tant que facteur transcriptionnel. (97) Nous pouvons
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cependant noter que certaines AHL peuvent se lier spécifiquement sur des récepteurs
membranaires de type LuxN qui existent entre autre chez certaines espéces de Vibrio. lls
correspondent a des récepteurs histidine kinase qui, apres liaison de I’AHL correspondante, se
dimérisent, et par cascades phosphorylative permettent de modifier le niveau d’expression de

certains genes. (99)

La troisiéme caractéristique est due a la capacité qu’a le QS de moduler I’expression de
plusieurs dizaines voire centaines de genes impliqués dans tous les facteurs de virulence, de
biofilm etc... (97)

Enfin la derniére caractéristique est due a I’activation d’une boucle d’amplification de la
production des auto-inducteurs une fois le seuil d’activation franchi, de telle maniére a

promouvoir la synchronisation de I’expression génique de I’espéce concernée. (100)

Enfin, au-dela de leur fonction de signal, certaines AHL a longue chaine peuvent également

agir en tant que tensioactif, mais aussi antibiotiques. (101)
1.8.1.3 Les auto-inducteurs peptidiques chez les bactéries a Gram positif :

Chez les bactéries a Gram positif, les auto-inducteurs du QS sont essentiellement des
oligopeptides de 5 a 17 acides aminés. (94) Leur synthése est classique, les ribosomes
cellulaires produisent un précurseur peptidique, qui subit des modifications pour atteindre son
état mature. L’oligopeptide est ensuite sécrét¢ dans le milieu extracellulaire via un
transporteur ABC (Adénosine TriPhosphate Binding Cassette). Ces auto-inducteurs
peptidiques (AIP) s’accumulent donc dans le milieu extracellulaire, et, lorsque leur
concentration atteint un certain niveau, ils permettent de stimuler les systemes a deux
composants (TCS) présents sur la membrane cellulaire. Ces TCS sont constitués d’une part
d’une histidine kinase qui posséde a son extrémité N-terminale un domaine senseur
extracellulaire, et a son extrémité C-terminale un domaine a activité kinase qui une fois
activé, s’autophosphoryle puis transfert son groupement phosphate au régulateur de réponse
qui forme le deuxiéeme composant du systéme, et par cascade enzymatique modifie
I’expression de certains génes. (102)

Plus récemment, il a été mis en évidence une nouvelle voie de signalisation des AIP dans
laquelle ces derniers doivent étre activement transportés a 1’intérieur de la cellule réceptrice

avant de pouvoir interagir avec leurs récepteurs. (103)
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1.8.1.4 Les auto-inducteurs de type 2 pour la communication inter-espéces :

L’enzyme LuxS responsable de la synthése des auto-inducteurs de type 2 (Al-2) est
présente dans plus de 500 especes bactériennes, aussi bien a Gram positif qu’a Gram négatif,
ce qui rend ce type de QS le plus communément réparti dans le monde bactérien a ce jour.

(104) La synthese de ces Al-2 est présentée sur la figure 31.

Al-2
4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione
OH o
CH3
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Figure 31 : Cycle de synthése du précurseur de Al-2 (104)

Le point de départ est le méme que pour les AHL (figure 38), la SAM est déméthylée pour
étre transformée en S-adénosylhomocystéine. L’enzyme Pfs est une nucléosidase qui permet
d’¢éliminer 1’Adénine a la S-ribosylhomocystéine. Enfin I’enzyme clef LuxS permet d’obtenir
le 4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione (DPD). Les étapes suivant la formation du DPD sont
présentées sur la figure 32. Le DPD est hautement réactif et se cyclise spontanément pour
former le (2R,4S)-2-méthyl-2,3,3,4-tétrahydroxytétrahydrofurane (THMF). En présence
d’ions borate, la cyclisation spontanée conduit au (2S,4S)-2-methyl-2,3,3,4-
tetrahydroxytetrahydrofurane-borate. Le THMF boraté ou non sont regroupé sous le terme
Al-2. (104)
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Figure 32 : réaction de cyclisation spontanée du DPD (104)

Certaines espéces bactériennes sont capables de détecter les Al-2 boratés comme V.harveyi,
ainsi que les espéces du genre Salmonella, alors que E. coli utilise des Al-2 non boratés. (105)
Cependant ceci est contrebalancé par I’interconversion possible des différentes formes de
THMF, ce qui rend donc possible une communication inter-cellulaire. Par ailleurs, certaines
espéces comme Pseudomonas aeruginosa n’expriment pas 1’enzyme LuxS et par consequent
ne produisent pas d’AI-2. (106) En revanche, elles sont capables pour certaines de détecter
des Al-2 produits par les autres cellules de I’environnement, et de modifier le niveau
d’expression de certains de leurs génes. C’est un moyen de détecter des cellules compétitrices
dans les environs ce qui peut conduire par exemple a désactiver la sécrétion de « public

goods » qui pourraient profiter aux cellules dites ennemies. (106)

La figure 33 nous présente les récepteurs des Al-2. A ce jour, deux classes de récepteurs
specifiques ont été mises au jour. (97) Il existe d’une part les récepteurs LuxP typiquement
présents chez le genre Vibrio qui sont capables de reconnaitre les Al-2 boratés et fonctionnent
de maniére similaire aux récepteurs des AIP. D’autre part, chez les entérobactéries, les Al-2
non boratés sont importés dans le cytoplasme de la cellule via des transporteurs ABC apres
reconnaissance de 1’Al-2 par LsrB (LuxS regulated B). Ensuite LsrK phosphoryle 1’Al-2
cytoplasmique, qui peut ensuite se lier au répresseur LsrR, ce qui rompt sa liaison du
promoteur Isr afin de permettre I’expression de 1’opéron IstACDBFGE. Cet opéron code entre
autres pour un transporteur ABC capable d’internaliser les AI-2 non boratés, mais code aussi
pour une enzyme de dégradation des Al-2 non boratés. (97,107) Selon les différentes phases
de croissance cellulaire (exponentielle ou stationnaire), I’équilibre production versus import et

destruction des Al-2 varie.
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Figure 33 : schématisation des modes d’action des AI-2 (107)

L

De cette maniere, certaines bactéries entériques comme E. coli ou encore S. typhimurium sont
capables de manipuler le taux extracellulaire d’Al-2 via un comportement ambivalent. En
phase de croissance exponentielle, ces deux bactéries sécretent une quantité importante d’Al-
2, susceptible d’enclencher des réponses chez leurs congénéres, alors qu’en phase de
croissance stationnaire elles activent une fonction d’import et de destruction d’Al-2,
susceptible dans ce cas de supprimer la signalisation inter-cellulaire avec des especes du
voisinage, ce qui leur confére alors un avantage dans la lutte avec des espéces concurrentes.
(108)

L’utilisation ubiquitaire des Al-2 dans les différents genres bactériens est une stratégie clé de
la régulation de I’homéostasie des communautés poly-microbiennes que 1’on peut retrouver

dans le tractus gastro-intestinal de ’'Homme par exemple.

1.8.1.5 Les voies annexes de QS :

Il existe également d’autres systémes de QS moins répandus, nous pouvons citer par
exemple les auto-inducteurs de la famille des DSF (diffusible signal factor). (94) Ce sont des
acides gras de configuration Cis possédant une insaturation en position 2 dont la longueur et
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les substitutions peuvent varier. Les DSF se retrouvent entre, entre autre, chez Xanthomonas
campestris, Burkholderia cenocepacia, Stenotrophomonas maltophilia ou encore P.
aeruginosa. (109) Ces auto-inducteurs sont également impliqués dans la communication
inter-especes et inter-regnes. Par exemple 1’acide Cis 2-décénoique induit la dispersion du
biofilm chez de nombreuses bactéries a Gram positif ou négatif qui ne sont pourtant pas
capables de produire ce type d’auto-inducteur et I’acide Cis 2-dodécénoique lui, est capable
de moduler la formation d’hyphes chez C. albicans. (110) Compte tenu du nombre important
de genes régulés par le QS, il existe une variabilité des structures au sein des familles de QS
étudiées jusqu’alors avec une spécificité des récepteurs, mais il existe également d’autres

familles dont le role n’est pas encore clairement établi.

I1 est important de noter que bien souvent, au sein de chaque espéece, le QS n’est pas médié¢
par un seul type d’auto-inducteurs et qu’il existe de nombreuses interrelations. La figure 24

met en évidence ces interrelations chez P. aeruginosa.

S :
3-oxo-C12-HSL C4-HsL POS {ON

AmbBCDE
Low

phosp hate

Figure 34 : Interconnexion des circuits de QS chez P. aeruginosa (97)

La figure 34 nous présente les principaux types d’auto-inducteurs utilisés par P. aeruginosa
découverts a ce jour. Comme chez la majorité des bactéries a Gram négatif, nous retrouvons
la grande famille des AHL. LasR, Lasl ainsi que RhIR et Rhll qui sont des homologues de
LuxR et Luxl. Ce circuit est hiérarchisé avec au sommet du systeme, le récepteur de la 3-oxo-

C12-HSL qui est LasR, le complexe ainsi formé active les génes sous jacents permettant une
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boucle d’amplification via la production de la Lasl synthase, I’enzyme responsable de la
synthése de la 3-0x0-C12-HSL. Le complexe LasR-3-oxo-C12-HSL permet également
d’activer le second circuit de QS via I’expression du couple RhIR et Rhll respectivement
récepteur et enzyme de synthése de la C4-HSL, mais active aussi le couple PgsR et
PgqsABCDH respectivement récepteur et enzyme de synthese de la PQS (Pseudomonas
quinolone signal) un autre type d’auto-inducteur, retrouve chez P. aeruginosa. Ces deux
couples fonctionnent de fagon similaire a LasR/Lasl avec une boucle d’amplification. D’autre
part, le couple PqsR/PqgsABCDH est capable d’activer le couple RhIR/RhII, qui en retour
exerce un rétrocontrdle négatif, ce qui permet d’affiner précisément le taux d’auto-inducteurs
sécrétés. Enfin, chez les patients atteints de mucoviscidose, P. aeruginosa posséde
fréqguemment une mutation sur LasR. L’auto-inducteur additionnel 1QS (Integrated Quorum
sensing System) produit par I’enzyme AmBCDE, permet de contourner cette mutation, cette
enzyme est induite par une teneur abaissée en phosphate, condition de stress souvent
rencontree par les bactéries lors d’infections. (111)

Ainsi, ces hauts degrés d’interconnexions mettent en évidence la facon dont les
signaux intra et inter-cellulaires sont intégrés pour moduler la réponse au QS. Certains
mécanismes peuvent paraitres redondants, mais ils permettent de faire face a d’éventuelles

mutations génétiques qui peuvent altérer une voie entiere de QS.

1.8.1.6 Le QS chez les champignons :

Ce n’est qu’apres les bactéries que le QS chez les champignons a été étudié car
pendant longtemps, il a été suspecté que le QS était une caractéristique intrinseque des
procaryotes. (112) Les auto-inducteurs sont structurellement différents. Nous retrouvons
principalement le farnesol qui est un alcool sesquiterpénique que I’on retrouve également
dans certaines HE de plantes, ainsi que des alcools aromatiques comme le tyrosol, le

phényléthanol, le tryptophol etc... (113)

Figure 35 : structure Figure 36 : structure chimique
chimique du tyrosol du phényléthanol
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Figure 37 : structure chimique Figure 38 : structure chimique du
du farnésol tryptophol

Il existe quelques exceptions comme chez Cryptococcus neoformans, chez lequel il a
été récemment découvert 1’utilisation d’un oligopeptide formé de 11 acides aminés dénommeé
Qspl utilisé en tant qu’auto-inducteur pour le QS. (114) Les mécanismes d’actions des ces
molécules sont encore actuellement peu connus et sont en cours d’élucidation. Quelques
données ont été obtenues sur les voies de signalisation impliquées par le farnesol, notamment
en inhibant la voie de I’AMP cyclique via I’inhibition de 1’adénylate cyclase Cyrlp de C.
albicans, mais aussi en ayant une action sur NRG1, un répresseur transcriptionnel. (115)
Néanmoins, comme dans le monde bactérien, le QS permet de réguler un nombre
considérable de geénes. Par exemple 1’analyse par micropuce a ADN d’un biofilm formé par
C. albicans aprées exposition au farnésol a mis en évidence un changement de réponse de 274
genes, 104 étant sur-exprimés et 170 sous-exprimés. (116) En regle générale, le farnésol a
plutdt tendance a induire des effets répresseurs en inhibant par exemple le passage de la forme
levure a la forme filamenteuse et en inhibant la formation de biofilm chez C. albicans, en
inhibant la conidiation chez des champignons filamenteux comme Aspergillus niger ou encore
en induisant I’apoptose chez de nombreux champignons. (113) D’un autre c6té, le tyrosol
posséde un effet inverse en stimulant la formation de tube germinatif et d’hyphes chez C.
albicans, mais posséde un effet inhibiteur sur la formation de son biofilm, le tyrosol est
capable également de diminuer le pouvoir cytotoxique des polynucléaires neutrophiles en
altérant la sécrétion d’espéces réactives oxygénées. (117) Il est intéressant de noter que le fait
de combiner certains de ces auto-inducteurs (tyrosol, farnesol) a des antifongiques renforce
I’action de ces derniers en abaissant considérablement leurs concentrations minimales
inhibitrices (CMI). (118) Par conséquent, le QS chez les champignons est également un
processus central dans tous les phénoménes de morphologie, développement, apoptose, et
pathogénicité. La complexité des interactions et des mécanismes d’actions sont du méme
ordre que chez les bactéries, beaucoup de résultats expérimentaux nécessitent encore d’étre
approfondis.
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1.8.1.7 La communication inter-régnes via le QS

Au-dela de la communication inter-espéce, il a été montré que des organismes issus de
régnes différents étaient capables de communiquer entre eux via le QS. L’exemple le plus
frappant se situe dans le tractus gastro-intestinal de certains mammiferes. Par exemple,
I’exposition de cellules de mammiféres aux Al-2 favorise une production d’interleukine 8
responsable d’une inflammation, aussi, les Al-2 produits par P. aeruginosa sont capable
d’entrainer 1’apoptose de certains types de cellules de mammiféres. (119) Inversement,
certaines bactéries entériques sont capables de détecter des hormones, exemple : 1’adrénaline
ou la noradrénaline via des récepteurs a activité kinase et a domaine senseur de type QseC et
QseE respectivement mais cela ne répond pas vraiment au principe méme du QS. (120) En
revanche, il a plus récemment été découvert que certaines cellules épithéliales de mammiferes
sont capables d’activer le QS d’un certain nombre de bactéries via la sécrétion de molécules
similaires aux Al-2 bactériens, suite a 1’altération des jonctions serrées inter-cellulaires ou
bien en réponses aux bactéries. Ces molécules homologues sont détectées par les récepteurs
aux Al-2, LuxP ou LsrB, ce qui a pour conséquence la modulation d’expression de génes SOUS
jacents gouvernés par le QS. (97) Ainsi, ces phénomenes pourraient éventuellement expliquer
pourquoi lors d’un déséquilibre de 1’hote, un organisme saprophyte peut alors devenir
pathogeéne. Il en est de méme entre bactéries et champignons. En effet, des études ont montré
que C. albicans est capable, via la production de farnésol, d’inhiber la sécrétion du PQS
présent chez P. aeruginosa, le PQS étant impliqué entre autre dans la production de facteurs
de virulence comme la pyocyanine. (121) Le farnésol est en outre capable d’altérer la réponse
immunitaire de 1’hdte lors d’une infection en modulant la différentiation et la sécrétion de
cytokines des cellules immunitaires ainsi qu’en induisant un stress oxydatif chez les

macrophages conduisant a leur apoptose via ’activation de la voie NF-kB. (122)

Comme nous pouvons le constater, les phénomenes de QS sont complexes, diversifiés et les
conséquences multiples. Ce qui est certain c’est I’importance qu’a le QS pour I’homéostasie

des biofilms, ce qui laisse entrevoir de nouvelles pistes thérapeutiques pour les années a venir.

1.8.2 Le Quorum Quenching (QQ)

Le QQ fait référence a I’ensemble des processus impliques dans la perturbation du QS.
Les molécules effectrices du QQ sont variées dans leurs modes d’action (destruction ou
inhibition compétitive des auto-inducteurs du QS), dans leurs natures (enzymes, molécules
chimique...), ainsi que dans leurs cibles (toutes les étapes du processus de QS peuvent étre

une cible potentielle que ce soit la synthese, la diffusion, I’accumulation ainsi que la
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perception des auto-inducteurs). (94) En pratique les Inhibiteurs du Quorum Sensing (1QS)
font seulement référence aux composés chimiques, les enzymes ne sont pas concernées par

cette dénomination.

Tout d’abord, le QQ peut étre la conséquence de contraintes physico chimiques. En effet,
I’ouverture du cycle lactone des AHL peut survenir spontanément en solution aqueuse. Ceci
est fortement favorisé a haute température et sous pH alcalin, mais peut étre réversible en
solution acide. Par exemple la demi-vie de la N-hexanoyl-homoseérine lactone peut varier
entre 21 jours (& 4°C et pH a 5,5) et moins de 30 minutes (& 37°C et pH a 8,5). (94) Ces
parametres semblent importants pour controler la demi-vie des auto-inducteurs, d’autant plus
que les hotes végétaux ou animaux sont capables d’élever leur température et leur pH pour

lutter durant une infection.

Ensuite, la dégradation du QS peut étre enzymatique. Ces enzymes peuvent étre regroupées en
4 classes catalytiques : les lactonases qui rompent le cycle lactone, les amidases (aussi appelée
acylases) qui clivent la fonction amide des AHL relargant un acide gras et une homosérine
lactone, les réductases qui convertissent les 3-oxo-AHL en 3-hydroxyl-AHL, et enfin les
cytochromes oxydases qui catalysent 1’oxydation de la chaine acyl. Ces réactions
enzymatiques sont possibles chez I’ensemble des bactéries, archées ainsi que chez les

eucaryotes. (94)

Le role biologique de ces enzymes est varié. Premiérement, certaines lactonases sont
produites pour contrer la toxicité médiée par certaines AHL. En effet, la molécule 3-oxo-C12-
HSL a été décrite comme possédant des propriétés antibactériennes a I’encontre de
nombreuses bactéries a Gram positif, mais en aucun cas chez des a Gram négatif. Or, de
nombreuses souches du genre Bacillus sont insensibles a cette AHL. Bien qu’étant & Gram
positif et n’utilisant pas les AHL comme auto-inducteurs, il a été retrouvé chez les souches
insensibles correspondantes la lactonase AiiA. Cette derniére est capable d’hydrolyser de
nombreux substrats avec une chaine acyl allant de 4 & 12 atomes de carbone. (94) Chez les
mammiféres également, des enzymes dont le but est similaire existent, elles appartiennent au
groupe des paraoxonases. (94) Ensuite, certaines enzymes sont produites dans un but de
recyclage des auto-inducteurs, qui sont sources de carbone et d’azote. P. aeruginosa possede
par exemple plusieurs amidases et lactonases a cette fin. Parfois, la dégradation des auto-
inducteurs par la cellule sécrétrice fait partie intégrante du processus de developpement afin
de synchroniser les différentes étapes. En effet, Agrobacterium tumefaciens, durant les étapes

précoces de I’infection des plantes, utilise des lactonases afin de prévenir le transfert du
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plasmide Ti médié par le QS, en dégradant les AHL. Dans ce cas, le but principal correspond

a une fonction de nettoyage plut6t qu’a une fonction de recyclage. (94)

En ce qui concerne les 1QS, ils sont produits par de nombreuses espéces (bactéries,
champignons, plantes et animaux), mais relativement peu de composes sont documentés. Leur
nature biochimique est trés variée et hétérogene (excepté les analogues structuraux agissant
comme inhibiteur compétitif des auto-inducteurs), et il n’existe pas de corrélation directe
entre les structures moléculaires ou fonctions chimiques de ces IQS et leur cible dans le
processus de QS. La figure 39 donne un apercu des enzymes du QQ et des 1QS retrouvés chez

différentes especes du monde vivant.
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Figure 39 : diversité des enzymes du QQ (en couleur) ainsi que les 1QS (en noir). (94)
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Finalement, méme si beaucoup de notions restent inconnues, la diversité des mécanismes
représente autant de potentialité et de perspectives pour de nouvelles molécules anti-

infectieuses ultérieures.

1.9 Conséquences des biofilms sur la prise en charge thérapeutique

1.9.1 Latolérance aux antibiotiques
1.9.1.1 Définition :

La tolérance aux anti-infectieux est une caractéristique intrinseque des biofilms. C’est
elle qui est responsable de 1’¢1évation considérable des CMI des antibiotiques vis-a-vis des
biofilms, allant parfois jusqu’a plus de 1 000 fois la CMI des cellules planctoniques. (3) Elle
est a différencier de la résistance aux antibiotiques. En effet, la résistance aux antibiotiques est
une propriété qui, une fois acquise, est héréditaire au sein d’une lignée cellulaire, car
I’information est codée génétiquement. Cette information génétique peut étre obtenue par
mutation spontanée, ou par échange de matériel génétique. Ainsi, méme dispersées hors du
biofilm, la résistance aux anti-infectieux persiste. A contrario, la tolérance aux antibiotiques
est intrinsequement liée au biofilm et ne peut survenir uniquement lorsque les cellules se
trouvent sous forme sessile dans le biofilm. Si ces derniéres basculent a nouveaux sous forme
planctonique hors d’un biofilm, la tolérance aux antibiotiques disparait, les cellules

redeviennent alors sensibles aux agents anti-infectieux. (123)
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Figure 40 : schéma explicatif de la notion de tolérance (60)

En effet, comme nous pouvons le visualiser sur I’encadré A de la figure 43, le traitement de
bactéries d’un biofilm par un antibiotique a pour conséquences qu’au-dela de certaines
concentrations d’antibiotiques, la quantité de bactéries ne diminue plus, celles qui restent sont
soit des bactéries résistantes a 1’antibiotique soit des bactéries tolérantes. Le fait de remettre
sous forme planctonique ces bactéries, présenté sur I’encadré B de la figure 43, et ensuite de
les traiter de nouveau par le méme antibiotique, présenté sur I’encadré C de la figure 43, met
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en évidence 2 courbes : la bleue correspond aux bactéries résistantes qui sont capables de se
multiplier en présence de 1’antibiotique, la courbe rouge quant a elle correspond aux bactéries
tolérantes du biofilm qui, lorsqu’elles rebasculent sous forme planctonique, redeviennent
sensibles a I’antibiotique. La tolérance aux anti-infectieux est un phénoméne uniguement
observé dans les biofilms. VVoyons des a présent les mécanismes de tolérance et résistance aux

antibiotiques des biofilms.

1.9.1.2 La tolérance intrinséque :

La tolérance aux agents anti-microbiens dépend de deux causes principales, la
premiére étant induite par les propriétés de la MEC du biofilm. Il est en effet logique de
penser que la MEC agit comme une barriére de diffusion a ’encontre des anti-infectieux,
comme nous avons pu le voir de fagon similaire pour les nutriments, le dioxygéne... Plusieurs
mécanismes participent a cette barriére limitant la diffusion, tel que des phénomenes
d’adsorption, de réaction, de dégradation enzymatique, de chélation, de complexation et de
précipitation. (4) Cependant, certains agents anti-microbiens perdent leur efficacité vis-a-vis
des biofilms malgré le fait qu’ils aient la capacité de diffuser facilement a travers ce dernier,
n’interagissant pas avec la MEC, telle que la vancomycine a travers des biofilms de S. aureus.
(124) Ce qui veut donc dire que I’altération de la diffusion des antibiotiques ne suffit pas, a
elle seule, a expliquer ce phénomene de tolérance. Du fait de multiples gradients au sein du
biofilm, I’hypothése proposée est que beaucoup de cellules ne présentent pas toutes les
conditions nécessaires pour croitre, et se mettent alors dans des phases stationnaires de
dormance avec un taux de croissance nul ou trés faible. (60) Ainsi, la machinerie enzymatique
de ces cellules étant au ralenti, les agents anti-microbiens s’ils agissent sur une voie
métabolique enzymatique perdent beaucoup de leur efficacité. C’est donc la deuxiéme cause
de tolérance des biofilms. Ceci est d’autant plus important qu’avec le temps et la maturation
du biofilm, un nombre plus important de cellules persistantes est retrouvé, d’ou une perte
d’efficacité de la vancomycine par exemple sur des souches de S. epidermidis. (125) Au
contraire, les composés qui alterent I’intégrité de la membrane cellulaire, tels que la colistine,
la chlorhexidine ou encore I’Ethyléne diamine tétraacétique (EDTA), conservent leurs
activités sur les populations centrales du biofilm, mais ont un effet amoindri sur les cellules
périphériques métaboliqguement actives, qui bloquent la pénétration transmembranaire de la
colistine par exemple, par modification des lipolysaccharides. (126) L’utilisation combinée
d’antibiotiques de chaque catégorie semble étre une solution relativement efficace. Enfin, une
autre caractéristique concerne 1’expression des pompes a efflux permettant de rejeter dans le

milieu extracellulaire les antibiotiques ce qui abaisse considérablement leur concentration
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intra-cellulaire. (123) Bien que ces pompes puissent étre exprimées par les cellules sous leur
forme planctonique, il se trouve qu’elles sont sur-exprimées lorsque les cellules se retrouvent
sous forme sessile. Ceci a été mis en évidence entre autre chez P. aeruginosa qui parvient a
rejeter la colistine, 1’ofloxacine ainsi que 1’azithromycine via les transporteurs MexCD-OprJ
et MexAB-OprM. Il en est de méme chez E. coli via le transporteur AcrAB-TolC. (123) C.
albicans egalement sur-exprime des pompes a efflux de type ABC et MDR lorsque la levure
se situe dans un biofilm. Cependant, I’expression de ces pompes a efflux semble diminuer au
cours de la maturation du biofilm ce qui supporte I’idée que, bien que présentes, ces pompes

ne joueraient pas un réle significatif dans la tolérance aux antifongiques azolés. (87)

1.9.1.3 La résistance acquise :

Comme nous I’avons défini précédemment, la résistance aux anti-infectieux
correspond a un mécanisme dont 1’information est codée génétiquement. Cette résistance peut

avoir pour origine plusieurs causes.

La premiére cause correspond a la présence de concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques
a certains endroits du biofilm. Ceci a plusieurs conséquences. Tout d’abord, ces
concentrations sub-létales vont permettre de tuer tous les microorganismes sensibles a 1’agent
concerné, mais vont également induire la sélection des organismes résistants, qui ont
dorénavant, la place laissée par les autres pour croitre. De plus, de hombreuses études ont
montré que des concentrations inférieures a la CMI étaient responsables d’une induction de la
production de biofilm. (127) Enfin, il a également été prouvé que des concentrations sub-
inhibitrices sont a 1’origine d’un stress oxydatif chez les microorganismes, ce qui provoque
une mutagénese accentuée, et donc I’apparition de mutants résistants a un nouvel antibiotique

ou biocide. (128)

La deuxiéme cause de I’acquisition de résistance, est médiée par le transfert horizontal
d’information génétique. Pour le monde vivant, ce mécanisme est nécessaire a I’évolution et a
la diversité, et c’est depuis 1’émergence de bactéries multi-résistantes que des études a ce
propos sont réalisées. La haute densité cellulaire du biofilm et la proximité des cellules
favorisent ces échanges alors que la MEC stabilise les interactions, nécessaires aux échanges.
Il a en effet éte montré chez S. aureus que le transfert horizontal de génes n’avait lieu que
lorsque les cellules se trouvaient encastrées dans un biofilm. (129) Comme nous I’avons vu
précédemment, il y a de ’ADN bien évidemment dans les cellules, mais aussi dans la MEC.
Pour certaines espéces bactériennes, I’ADN extracellulaire peut étre capté par une bactérie

dite en état de compétence, puis éventuellement subir une recombinaison génétique afin d’étre
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intégré au génome de facon stable et héréditaire, c’est ce qu’on appelle la transformation
bactérienne. (72,130) Un autre moyen plus commun pour I’échange horizontal d’ADN
correspond au phénoméne de conjugaison bactérienne. Ceci nécessite un contact physique
entre 2 bactéries via un pilus sexuel qui va servir a transférer de I’ADN plasmidique ou
chromosomique d’une cellule donneuse a une cellule receveuse, pas forcément de la méme
espéce ni du méme biotope ni du méme régne. (131) Par exemple une étude a montré que
Bacillus subtilis (bactérie non retrouvée dans la cavité buccale) était capable de donner par
conjugaison, un géne de résistance a la tétracycline a des espéces du genre Streptococcus

(genre fréquemment retrouveé dans la cavité buccale). (132)

1.10 Les moyens de lutte contre les biofilms

Les traitements actuels des maladies infectieuses sont confrontés a plusieurs défis de
taille, que sont d’une part I’antibiorésistance croissante face a laquelle trés peu de nouvelles
molécules ou stratégies thérapeutiques sont en développement, et d’autre part la tolérance
intrinséque des biofilms aux antibiotiques et au systeme immunitaire. Méme si certains
antibiotiqgues comme la rifampicine conservent une activité raisonnable a 1’encontre des
biofilms, la majorité des antibiotiques conventionnels sont inefficaces aux doses habituelles.
(8) Des solutions alternatives sont alors nécessaires. Elles se répartissent sur 2 points : d’une
part des mesures préventives afin d’éviter la formation des biofilms, et d’autre part des

mesures curatives a I’encontre des biofilms déja formés.

1.10.1 Les mesures préventives

1.10.1.1 L’hygiéne :

Au bloc opératoire, 1’application maximale de mesures d’hygiéne, méme s’il ne s’agit
pas de mesures spécifiques anti-biofilm, reléve du bon sens et a fait ses preuves. En effet, la
mise en ceuvre des recommandations de bon usage relatives a la manipulation des dispositifs
medicaux (DM), associée a I’asepsie du site opératoire permettent de limiter 1’adhésion et la

colonisation initiale des dispositifs implantés. (60)

1.10.1.2 Les verrous sur cathéters :

Appelée aussi « lock therapy », cette stratégie est appropriée surtout pour les cathéters.
Elle consiste en I’injection dans la lumicre du cathéter d’une solution d’antibiotique a haute
concentration (100 a 1000 fois plus que les concentrations sanguines possibles), en la
maintenant pendant 12 a 24h. Selon les recommandations cette stratégie est réservee aux

patients porteurs sur le long terme d’un cathéter, ayant présenté, malgré 1’application de
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mesures préventives, de multiples complications infectieuses. Cette restriction d’usage est
imposée dans le but de limiter I’émergence de nouvelles antibiorésistances. D’autres essais de
cette stratégie mais avec de 1’éthanol a 70 % semblent également prometteurs. (60) Enfin, les
cations divalents tels que les ions Mg®*, Ca®* et Fe** sont essentiels & ’adhérence et & la
croissance du biofilm. Ainsi, 'utilisation de verrous a base de chélateurs de ces métaux
(citrate, acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA)) pourrait étre intéressante. En effet,
’utilisation de citrate, ainsi que 1’association EDTA / minocycline en préventif permettent

une diminution significative des infections associées aux cathéters. (133)

1.10.1.3 Inhiber I'adhésion initiale

1.10.1.3.1 L’inhibition non spécifique :

L’inhibition non spécifique des microorganismes passe généralement par la
modulation des propriétés des surfaces a I’aide de polymeres. De fagcon générale le fait
d’augmenter 1’hydrophilie des surfaces semble diminuer I’adhérence des agents pathogénes.
(54) La recherche s’oriente également sur des polymeres qui limitent la formation du film
conditionnant, ce dernier étant a I’origine de I’adhérence des microorganismes. Le polymere
de sulfobétaine par exemple, grace a ses propriétés tensioactives, induit une diminution de
I’adhésion des cellules de I’hote, des protéines ainsi que de 1’adhésion microbienne. (134) Par
ailleurs D'utilisation de dispositifs imprégnés de molécules antiseptiques sont en cours
d’évaluation, mais le point négatif de cette approche est la faible rémanence des composés
imprégnés, ce qui restreint 1’indication a des dispositifs implantés sur du court terme. Enfin, la
recherche s’étend €galement sur des polymeres multifonction, dotés de propriétés variées et
complémentaires telles que 1’inhibition de I’adhésion, I’expression de propriétés antibiotiques,

et favorisant ’intégration du DM par les tissus de I’hote. (135)

1.10.1.3.2 L’inhibition spécifique :

L’inhibition spécifique quant & elle consiste & cibler de fagon spécifique des
mécanismes servant a la formation des biofilms, avec comme exemple, les adhésines
impliquées dans 1’adhésion irréversible. Un certain nombre d’inhibiteurs compétitifs des pili
de type 1 (notamment la sous unité FimH) permettent par exemple de prévenir chez la souris
lors de I’utilisation de cathéter urinaires, des infections du tractus urinaire par des souches
uropathogenes d’E. coli. (136) D’autres approches étudient également I’inhibition de synthése
de ces pili. (134) Cependant I’inhibition spécifique est compliquée face a la pluralité des
structures impliquées durant le processus d’adhérence, et I’hypothése de développer une

molécule anti-adhérence universelle semble faible.
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1.10.1.4 Les vaccins

Des études ont montré des reésultats encourageant a propos de la mise au point de
vaccins a I’encontre des biofilms. Plusieurs de ces vaccins sont en cours d’évaluation, le but
est d’immuniser des individus vis-a-vis d’antigénes infectieux exprimés lors de 1’adhésion
précoce (adhésines) ou dans le biofilm formé (polysaccharides de la MEC). Des preuves
d’efficacité ont été obtenues entre autres vis-a-vis d’E. coli, de S. aureus ou encore de
Fusobacterium nucleatum mais des investigations cliniques supplémentaires sont nécessaires.
(60,134,137)

1.10.2 Les mesures curatives

1.10.2.1 L’ablation du dispositif

Dans le cadre d’une infection liée ou suspectée a un dispositif implanté, 1’ablation de
ce dernier est en principe conseillée malgré des traitements antibiotiques de longue durée, ne
pouvant a eux seuls éradiquer le biofilm formé. Cependant, ce choix thérapeutique peut étre
délicat vis-a-vis de certains dispositifs implantables (pacemaker...) et les retentissements

multiples (qualité de vie du patient et impacts économiques liés a I’hospitalisation...) (3)

1.10.2.2 Induire la dispersion du biofilm

La MEC du biofilm est finalement la cause de la majorité des problémes. L’altération
de cette derniére déstabiliserait le biofilm dans son ensemble ce qui permettrait de relacher et
de rendre plus accessibles les cellules nichées en son sein, rendant de nouveau efficace le
systtme immunitaire de I’hote ainsi que les antibiotiques. Bien que ce procédé soit
particulierement adapté au milieu industriel, il entraine en revanche la libération en quantité
importante, de cellules du biofilm risquant d’induire une réaction inflammatoire notable ainsi
qu’une infection systémique. C’est pour cela que des antibiotiques doivent étre associés a

cette stratégie. Pour cela, plusieurs pistes sont exploreées.

Premiérement, la dispersion du biofilm peut étre enzymatique. (123) L’analyse de la
composition de la MEC de certains biofilm a permis de mettre en évidence des enzymes
capables d’hydrolyser certains polymeres. Les cibles peuvent étre des polysaccharides comme
le poly N acétyl glucosamine (fréequemment retrouvé chez E. coli, S. aureus et S. epidermidis)
qui est dégradé par la dispersine B (une enzyme produite par la bactérie Aggregatibacter
actinomycetemcomitans). Les enzymes peuvent également cibler I’ADN extracellulaire, c’est

le cas par exemple de la DNAsel. (123) L’inconvénient des enzymes est double : leur spectre
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d’action est tres restreint, et il subsiste toujours un risque d’immunisation de 1’organisme a

I’encontre de celles-ci, ce qui les rendrait inefficaces.

Une autre piste actuelle concerne le di-GMPc, un messager secondaire intra-cellulaire
fortement impliqué dans le basculement entre la forme planctonique et la forme sessile. La
diminution de sa concentration intra-cellulaire induit la dispersion du biofilm. Si des
composés tels que le sulfathiazole et 1’aziathoprine sont capables d’inhiber la diguanylate
cyclase (enzyme de synthése du di-GMPc), la piste la plus intéressante semble pencher en
faveur du monoxyde d’azote (NO). Cette petite molécule est entre autre produite par P.
aeruginosa, et permet d’induire la dispersion du biofilm en diminuant les taux intra-
cellulaires de di-GMPc via I’activation d’une phospho diestérase. (134) Cette piste est trés
intéressante car d’une part, le NO est capable d’induire la dispersion des biofilms a des
concentrations faibles et non toxiques, et d’autre part ce mécanisme d’action semble

largement conserve au sein de nombreuses espéces. (8)

Enfin, les chélateurs tels que ’EDTA, comme évoqués précédemment peuvent agir non
seulement durant les phases précoces de formation des biofilms, mais peuvent également
participer a leur dispersion, toujours en opérant de la méme fagon. L’EDTA semble
particuliérement intéressant car au dela de son activité pro-dispersante, il présente une activité

bactéricide directe a ’encontre des bactéries des biofilms. (138)
Un autre moyen de dispersion peut étre médié par la modulation du QS, évoqué ci-dessous.

1.10.2.3 La modulation du QS

Comme nous I’avons vu précédemment, de nombreux facteurs de virulence, y compris
la formation de biofilms, sont sous 1’égide du QS. Le brouillage des communications inter-
cellulaires représente donc une piste intéressante, mais tres complexe. La premiere approche
consiste a empécher I’action des auto-inducteurs, en bloquant leur liaison avec des inhibiteurs
compétitifs. (94) Ces derniers peuvent étre classiquement des analogues structuraux substitués
de telle sorte qu’ils parviennent a se lier aux récepteurs mais n’entrainent aucune action. Ceci
a été mis en évidence chez des bactéries a Gram négatif telle que P. aeruginosa. (97)
D’autres composés structurellement différents peuvent faire office d’inhibiteurs. Toujours
chez P. aeruginosa, la méta-bromo-thiolactone est capable d’inhiber partiellement les
récepteurs LasR et RhIR a I’origine du blocage de la production de facteurs de virulence et de
la synthese de biofilm. (97) Bloquer la synthese des auto-inducteurs représente une autre
option. Par exemple, encore chez P. aeruginosa, la synthése du PQS dépend de I’anthranilate

comme composé intermédiaire, et sa production peut étre inhibée avec le méthyl anthranilate,
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un analogue structural. Quant aux enzymes de synthese Lasl et Rhll, elles semblent pouvoir
étre inhibées par I’acide salicylique, certains tannins, ainsi que le trans-cinnamaldéhyde
(composé retrouvé dans certaines HE). (97) Enfin, la découverte potentielle d’agonistes des
récepteurs de certains auto-inducteurs est une alternative car, selon les espéces, comme chez
Vibrio cholerae, c’est I’activation du QS qui réprimerait la production de facteurs de
virulence et promouvrait la dispersion du biofilm. (97) Du coté des champignons egalement la
modulation du QS est trés intéressante puisque, par exemple, le farnésol semble capable
d’inhiber la formation de biofilm chez de nombreuses espéces (C. albicans, C. dubliensis, D.
hansenii, H. capsulatum...) et posséde également un effet dispersif sur le biofilm de C.
albicans entre autres. (113) Finalement, méme si le brouillage du QS comme approche anti-
biofilm offre de multiples perspectives, la complexité de toutes les interactions et redondances

des mécanismes nécessite encore de nombreuses études.

1.10.2.4 Lutter contre les cellules persistantes

Les cellules persistantes nichées au fond des biofilms représentent a la fois un défi et
une cible. Un défi car ces cellules expriment la plupart du temps une activité métabolique tres
ralentie, et qu’elles sont principalement situées dans les couches profondes des biofilms,
difficilement accessibles. Ainsi une des solutions préventive serait d’éviter leur formation. Il
est clair maintenant qu’un des facteurs essentiel de la formation des cellules persistantes est
induit par le stress nutritionnel, impliquant le (p)ppGpp (guanosine tétra ou pentaphosphate),
médiateur de la réponse stringente. (134) Son taux intra-cellulaire étant corrélé a I’induction
de la persistance, plusieurs études tentent de trouver des moyens de diminuer sa concentration
afin de lutter contre I’apparition des cellules persistantes. (139) D’autres approches consistent
a augmenter malgré tout la sensibilité des cellules persistantes aux antibiotiques. Les ions
argentiques par exemple sont capables de potentialiser plusieurs antibiotiques a I’encontre de
bactéries a Gram positif ou négatif en favorisant d’un coté I’apparition d’espéces réactives de
I’oxygeéne et de l’autre, la perméabilité de la membrane bactérienne. Certains sucres
également comme le mannitol ou le fructose, mais aussi certains acides aminés basiques
comme la L-arginine potentialisent I’action des aminosides en favorisant leur pénétration dans
les cellules persistantes. (134) Enfin, une autre alternative serait d’exploiter la faiblesse des
cellules persistantes liée a leur métabolisme ralenti, telle que leur haute sensibilité a la
protéolyse. Des resultats prometteurs émanent du peptide ADEP4 activant la protease ClpP
chez les bactéries a Gram positif par exemple. (134) La figure 41 nous présente un schéma de

synthése des différents sites d’actions envisageables pour lutter contre les biofilms.
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Figure 41 : schéma de synthése avec les différentes cibles thérapeutiques sur différents
phénotypes bactériens. (134)

A en croire I’ensemble de ces perspectives, certaines plus prometteuses que d’autres a
I’encontre des biofilms, la recherche fondamentale semble plus que jamais intense.
Cependant, en dépit de tous ces efforts en laboratoire, les progrés avancent lentement en
clinique. Au-dela du colt financier de développement de nouveaux médicaments a usage
humain, les différentes stratégies étudiées doivent faire face a la diversité des
microorganismes et sont bien souvent, chacune, effectives a 1’encontre seulement d’un
nombre restreint d’espéces, limitant leur efficacité en général. Aussi, bien que les études in
vitro soient indispensables, les molécules doivent étre validées sur des modeles in vivo
montrant leur efficacité, leur pharmacocinétique et leur toxicité potentielle doivent étre

également analyseées.

2 Laplace des HE contre les biofilms
2.1 Les HE

Il'y a fort longtemps que I’Homme utilise les plantes, ce dernier exploitant ce qu’il avait
alors a portée de main pour se soigner. Lorsque nous parlons des HE, il est en effet important
d’avoir a I’esprit I’héritage conséquent que cela représente. Les plantes aromatiques entieres
ont d’abord été utilisées a des fins alimentaires, puis religieuses ou encore médicinales, et

81

DUPIN
(CC BY-NC-ND 2.0)



progressivement, ces plantes aromatiques furent manipulées afin d’en extraire les molécules
odorantes bénéfiques en les bralant, en les faisant macérer dans des huiles végétales ou encore
en les distillant. (140) Certains pays étaient trés avancés pour I’époque dans les procédés
d’extraction des HE puisque des alambics primitifs datant de plus de 5 000 ans avant Jésus
Christ ont été retrouvés en Inde, en Chine ou encore au Pakistan. (140) L’usage des HE s’est
répandu ensuite au reste des civilisations, les Egyptiens utilisaient par exemple des onguents a
base d’HE lors des processus de momification, dont 1’odeur, méme apreés 3500 ans se
répandait encore lorsque les bandages de la momie de Toutankhamon furent 6tés. (140)
Néanmoins, méme si les HE étaient utilisées dans de nombreux domaines (la parfumerie, la
médecine, les embaumements, la cosmétique...), leur usage fut éclipsé par I’avénement de la
chimie de synthése du 20°™ siécle permettant de produire des composés synthétiques a faible
colt. Pourtant, diverses études datant des années 1900 mettaient en valeur les propriétés
antiseptiques puissantes des HE. Robert Koch par exemple, connu pour la découverte du
bacille de Koch, observe en 1881 1’effet bactéricide de I’HE de thérébenthine issue de résines
de coniféres. (141) William Harrison Martindale montre également en 1910 I’efficacité
nettement supérieure de I’HE d’origan par rapport au phénol (antiseptique largement utilisé a

I’époque) vis-a-vis d’E. coli. (141)

A en croire les dizaines de milliers de tonnes d’HE, les milliards de dollars de chiffre d’affaire
annuel mondiaux, ainsi que le nombre sans cesse croissant d’études a leur égard, (142) les HE
connaissent un nouveau regain d’intérét, et ceci pour plusieurs raisons. Elles sont en effet
considérées comme des produits « tendance » de part leur origine naturelle, leur conférant une
large acceptation par la population générale. De plus, les HE utilisées a faibles doses induisent
peu d’effets indésirables, ce sont des substances facilement biodégradables et leur cotlt est
relativement peu éleve. (143) Par ailleurs, une autre explication du regain d’intérét, est
directement liée a la modification de la sensibilité des microorganismes aux antibiotiques que
le monde connait actuellement, ce phénomene devenant de plus en plus préoccupant. (27) Les
biofilms sont une des causes principales de cette diminution de la sensibilité, via I’induction
d’une tolérance aux antibiotiques et en favorisant 1’apparition de résistances a ces derniers.

(123) Les HE pourraient ainsi étre une piste intéressante dans la lutte contre les biofilms.

2.1.1 Rappels succincts

Il est difficile de citer précisement une définition des HE car il en existe plusieurs. Selon
la pharmacopée européenne V1° édition, une HE est définie comme étant « un produit odorant,

généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premicre végétale
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botaniquement définie, soit pas entrainement a la vapeur d’eau, soit pas distillation séche, soit
par un procédé¢ mécanique approprié¢ sans chauffage. L’HE est le plus souvent séparée de la

phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement de sa composition. »

En aromathérapie, bien que d’autres procédés existent, le terme HE regroupe uniquement les
produits naturels, purs et totaux, issus de la distillation par entrailnement a la vapeur d’eau des
feuilles, tiges, écorces, racines, fleurs... odoriférantes des plantes ou arbres aromatiques.
L’HE correspond a la distillation de 1’essence des plantes. L’essence quant a elle différe de
I’HE par sa composition et son mode d’extraction, car elle est extraite par pressage a froid du

péricarpe des Citrus. (140)

Par soucis de redondance et d’originalité, je ne m’attarderai pas davantage sur les HE en

général, d’autres travaux précédents abordent parfaitement le sujet. (140,144,145)

2.1.2 Précautions d’emploi

Pour les personnes non averties, les produits naturels, souvent considérés a tort comme
étant dénués de toxicité, peuvent étre utilisés de fagon abusive, surtout lorsqu’il y a confusion
entre plante a HE, et HE. Si la plante en question est dépourvue de toxicité, son HE ne ’est
pas toujours pour autant. 1l me semble bon de rappeler quelques précautions de bases
(140,145) :

» Pas d’injection d’HE par voie intra-musculaire ou intra-veineuse.

» Ne pas utiliser d’HE pure sur les oreilles, sur le nez, sur les zones ano-génitales ainsi
que sur les muqueuses. En genéral, les HE doivent étre diluées au maximum entre 2 et
5 % sur les muqueuses.

» Interdiction totale d’utiliser des HE sur les yeux. En cas de contact accidentel, rincer a
I’aide d’une huile végétale, afin de diluer, et diminuer I’irritation et la toxicité, I’eau
est a utiliser dans un second temps en rincage abondant.

» Ne pas utiliser d’HE pure chez I’enfant de moins de 1 an, et pas de voie orale avant 3
ans, pas de menthe poivrée avant 6 ans (risque non négligeable de spasme larynge).

» Rester prudent quant a ’utilisation d’HE et leurs posologies chez 1’enfant, la femme
enceinte et allaitante.

» Ne pas employer d’aérosol d’HE chez les personnes asthmatiques et allergiques.

» Chez tout patient a terrain allergique, appliquer pur 1 a 2 gouttes de I’HE ou du

mélange dans le creux du coude et vérifier I’absence de signes au bout de 10 minutes.
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» Prudence avec les HE photosensibilisantes (essence de Citrus, HE d’H. perforatum,
d’Angelica archangelica...), ne pas s’exposer au soleil dans les 6 h apres 1’application
cutanée et étre prudent si ingestion par voie orale sur le long terme.

» Attention a la dermocausticité des HE riches en phénols et en cinnamaldéhyde, elles
doivent étre diluées respectivement a 20 % et 10 % maximum dans de I’huile végétale.

» Attention a I’hépatotoxicité a haute dose des phénols, leur utilisation peut étre
prolongée a faibles doses ou courte a haute dose (<15 jours) et étre associée a des HE
hépatoprotectrices type HE de romarin a verbénone, de carotte, essence de citron, ou

encore le chardon marie en phytothérapie.

Les HE semblent sans danger a faibles concentrations en thérapeutique, la toxicité n’apparait
qu’a des hautes concentrations. (146) Cependant, la toxicité chronique a faible concentration
est nettement moins connue. (145) Le fait que certaines HE ou composés soit carcinogenes
chez le rat (safrole, B-asarone, estragol...), d’autres oestrogénes like, d’autres cortisone like...
oblige a évaluer leur toxicité ainsi que celles de leurs composants in vitro a I’encontre des
cellules de mammiféres et in vivo avant de pouvoir les utiliser en pratique en dessous des
seuils définis, bien que cela reste compliqué a faire compte tenu de la complexité de

composition des HE, et de la toxicité éventuelle de leurs métabolites. (147)

2.1.3 Modes d’actions sur les cellules planctoniques

Les modes d’action des HE sur les cellules planctoniques ont été au fil du temps,
élucidés. Méme s’ils sont différents de ceux contre les biofilms, il est intéressant de les citer
brievement. Tout d’abord, contrairement aux antibiotiques classiques, les HE, de par leur
composition complexe, possédent la plupart du temps plusieurs mécanismes d’actions. (148)
Cette pluralité de mécanismes d’action reste vrai pour certains de leurs composés utilisés
seuls. (85) En tout état de cause, le mécanisme d’action des HE dépend de leur composition
chimique, et leur activité anti-microbienne est due a une cascade de reactions impliquant la
cellule toute entiére. Le caractére hydrophobe des HE est probablement le paramétre le plus
important, et c’est également ce qui explique que généralement les HE soient plus actives a
I’encontre des bactéries a Gram positif que contre celles a Gram négatif, a cause de la
différence de structure de la paroi bacterienne. (143,148) De facon générale, voici les
principaux modes d’actions, ou plutdt sites d’action des HE a I’encontre des cellules

planctoniques (149-151) :

» Altération de la nature et de la proportion des acides gras de la bicouche lipidique de

la membrane plasmique entrainant une modification de sa fluidité.
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» Altération de la paroi cellulaire.

Y

Liaison et altération des protéines membranaires.

» Augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique et de la paroi cellulaire
entrainant la perte de composeés intra-cellulaires (ions, métabolites, ATP...) ainsi que
la perturbation de la pression hydrostatique, du statut énergétique, des régulations
métaboliques, du transport de solutés...

» Coagulation du cytoplasme.

A\

Inhibition des enzymes cytoplasmique et membranaires.

» Altération de la force motrice protonique et inhibition du transport des électrons pour
la production d’énergie.

» Inhibition de la synthése d’ergostérol chez les champignons.

Perturbation du QS.

» Changements conformationnels cellulaires.

A\

2.2 Avant propos

Sur la revue de la littérature qui suit, & cause du nombre important de publications, j’ai
souhaité restreindre mon analyse aux articles qui traitent de 1’effet anti-biofilm des HE a
I’encontre des biofilms d’E. coli (31 articles depuis 2011), de S. aureus (43 articles depuis
2011) et de C. albicans (51 articles depuis 2012), ceci afin d’avoir une bactérie a Gram
négatif, une bactérie a Gram positif ainsi qu’une levure. En effet, rien que sur la base de
donnée Web of Science, 405 publications sont disponibles depuis 2012 avec comme
équation : «biofilm* » ET «essential oil* ». Par ailleurs, j’ai souhaité détailler 1’étude de
certains articles qui abordent entre autre les mécanismes d’actions des HE, la plupart des

données des autres articles sont résumées dans les tableaux en annexe.

2.3 Etude sur un exemple de bactérie a Gram négatif : Escherichia coli

2.3.1 Généralités a propos d’E. coli et de son biofilm

E. coli est un bacille @ Gram négatif anaérobie facultatif, ne sporulant pas. La plupart
des souches d’E. coli sont retrouvées dans I’intestin des organismes a sang chaud. Ces
souches jouent un role important dans le maintien de I’homéostasie du microbiote intestinal
en empéchant la colonisation par d’autres bactéries ou levures pathogénes. Néanmoins, les
biofilms de certaines souches d’E. coli sont responsables de morbidité et de mortalité
importante. Ces souches pathogenes sont classifiées en 2 types: le groupe pathogene
intestinal impliqué dans la production de toxines diverses associées a la maladie de Crohn, a
certains syndromes entériques et hémorragiques. (152) Le groupe pathogene extra intestinal
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lui est fréquemment impliqué dans les infections du tractus urinaire, certains sepsis
néonataux, méningites... et est responsable d’une part importante des infections associés a des
dispositifs médicaux (cathéters sanguins ou urinaires, prothéses...), faisant des biofilms d’E.
coli, la premiére cause d’infection sur cathéter urinaire. (152) Selon les souches, différents
facteurs de virulences permettent de favoriser la persistance et la colonisation par des
biofilms, tels que les pili et leurs adhésines, des toxines, des sidérophores, parfois une capsule

polysaccharidique, la production de MEC... (152)

2.3.2 Etude d’'HE et/ou de leurs composants potentiellement intéressants contre les
biofilms d’E. coli

2.3.2.1 Etude 1: Etude de concentrations sub-inhibitrices d’Allicine sur la formation de
biofilm, I'adhésion et la mobilité d’Escherichia coli uropathogéne (UPEC) : (85)
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Détail du

composé

L’allicine (diallylthiosulfate), composé retrouvé en grande quantit¢ dans I’HE d’ail
(Allium sativum), est ici testé contre des souches UPEC. Les expériences sont menées

avec un composé de synthése, similaire a celui retrouvé dans I’HE d’ail.

Protocole

Trois souches d’E. coli ont été utilisées dans cette étude : une souche standard
(ATCC 25922) et 2 souches uropathogénes : J96 (ATCC 700336) et CFT073 (ATCC
700928).

7 expériences ont été menées :

-expérience 1 : détermination des concentrations sub-inhibitrices (CSI) d’allicine.
-expérience 2 : étude de I’impact des CSI d’allicine sur la formation et la dispersion
de biofilms d’UPEC.

-expérience 3 : étude de 1’allicine sur I’architecture des biofilms d’"UPEC.

-expérience 4 : étude de I’effet de I’allicine sur I’adhérence et la mobilité d’UPEC.
-expérience 5 : étude de I’expression du géne fimH codant pour une sous unité des
pilis de type 1 en présence d’allicine.

-expérience 6 : étude de docking moléculaire entre ’allicine et les pilis de type 1.
Expérience 7 : étude de I’effet de I’allicine sur le systéme a 2 composants BarA-
UvrY et de la protéine CsrA impliqués dans la formation et la dispersion de biofilm
d’UPEC.

Parametres

La croissance bactérienne a été déterminée en mesurant la densité optique des
bouillons de culture a 600 nm apres 24 h d’incubation avec ou sans allicine.

La quantité de biofilm produite aprés incubation des souches UPEC a été déterminée
par méthode colorimétrique avec le cristal violet. (153)

L’architecture des biofilms a été visualisée a I’aide d’un microscope électronique a
balayage (MEB) Hitachi S-4800.

Le test d’adhérence des UPEC a été effectué sur cellules uroépithéliales humaines
T24 (ATCC HTB-4) pour un rapport de 100 UPEC pour une T24, incubé pendant 2h
avec ou sans allicine.

Le test de mobilité a été effectué en mesurant le diametre de chaque colonie UPEC
apres incubation pendant 24 h a 37°C préalablement traitée avec de 1’allicine pendant
2h & différentes concentrations.

Les niveaux d’expression des génes concernés ont été mesures par RT-gPCR, la
variation d’expression a été déterminée par comparaison avec le niveau d’expression
des ARN ribosomiques 16S.

L’étude de docking a été réalisée sur 10 cycles avec le programme GOLD.
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Interprétation des résultats :

1.5
B3 ATCC 25922

E3 96
B CFT073

ratio of growth

Al il SR R ninnnas

allicin concentrations

Figure 42 : croissance des formes planctoniques d’E. coli en fonction de concentrations
croissantes d’allicine. p<0,05 (*). (85)
Pour s’intéresser a I’impact spécifique sur le biofilm, il est nécessaire de déterminer les
concentrations sub-inhibitrices d’allicine (CSI) qui ont un effet sur le biofilm mais qui
n’altérent pas la croissance des bactéries. Ainsi la figure 42 nous montre qu’il ne faut pas
dépasser la concentration de 50 pg/mL. C’est pour cela que le reste de 1’étude se déroule avec
des concentrations testées a 12, 25 et 50 ug/mL d’allicine.
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Figure 43 : Impact de ’allicine sur la formation (A/B) et la dispersion (C/D) du biofilm des
souches CFT073 (A/C) et J96 (B/D) d’E. coli. (85)

Les resultats présentés sur la figure 43 montrent que, en comparant au témoin, la
concentration de 50 ug/mL d’allicine permet un diminution significative de 33 % de la
formation de biofilm chez CFT073 et toutes les concentrations testées d’allicine permettent de
diminuer de 17 % la formation de biofilm chez J96 (p<0,05). D’autre part, la dispersion du
biofilm est proportionnelle & la concentration d’allicine. Avec la concentration & 50 pg/mL,
40 % du biofilm de CFT073 et 30 % du biofilm de J96 a été dispersé. L’utilisation d’allicine a
50 pg/mL a donc permis d’inhiber la formation et de favoriser la dispersion du biofilm de
deux souches uropathogenes.

89

DUPIN
(CC BY-NC-ND 2.0)



Figure 44 : vue en microscopie électronique a balayage d’”UPEC CFT073 en présence ou non
d’allicine. Controle (A), 12 ug/mL (B), 25 ug/mL (C), 50 ug/mL (D). (85)

L’image controle A de la figure 44 permet de visualiser la communauté bactérienne dense
encastrée dans une MEC. La surface présente un aspect rugueux, au milieu de laquelle on peut
visualiser des canaux. Apres 24 h d’incubation en présence d’allicine sur les images B et D de
la figure 44, plus les concentrations sont élevees, plus la surface devient lisse avec un aspect

mugueux qui recouvre les canaux jusqu’a les faire disparaitre. L’architecture des biofilms est

donc altérée par la présence d’allicine.
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Figure 45 : Impact de I’allicine sur I’adhérence et la mobilité de CFT073 et J96. (85)

Les résultats présenteés sur la figure 45 montrent que I’utilisation de 50 pg/mL d’allicine a
permis la diminution de ’adhérence de CFT073 et J96 de 26 % et 54 % respectivement sur les
cellules T24 (p<0,05). Les autres concentrations d’allicine n’ont pas d’effet significatif sur la

diminution de I’adhérence.

De plus, les concentrations a 25 et 50 pg/mL d’allicine ont permis de diminuer de pres de 50
% la diamétre de mobilité chez CFT073, et uniquement la concentration & 50 pg/mL
d’allicine a permis de diminuer d’environ 25 % le diamétre de mobilité de J96 comme on peut

le voir sur la gélose E.
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Figure 46 : Impact de ’allicine sur I’expression du géne fimH codant pour la sous unité fimH
des pilis de type 1 pour les souches CFT073 et J96. (85)

Les résultats présentés sur la figure 46 montrent qu’une concentration de 50 pg/mL d’allicine
permet de diminuer de 64 % et 77 % respectivement I’expression du géne fimH chez CFT073
et J96, et I’allicine a 25 pg/mL permet de diminuer de 54 % 1’expression de fimH chez
CFTO073. Sachant que ce géne code pour 1’adhésine fimH située sur les pilis de type 1, qui est
capable de reconnaitre 1’uroplakine Ia/Illa et I’intégrine a3/B1, elles-mémes situées sur
I’épithélium de la vessie, la diminution de 1’adhérence préalablement observée est
probablement die a la diminution d’expression des pilis de type 1, ou a la formation de pilis

non fonctionnels.

Figure 47 : visualisation par doking de 1’allicine cristallisée dans le domaine lectine du pili de
type 1. (85)

La visualisation par docking présentée sur la figure 47 permet de montrer qu’en plus de
I’inhibition de D’expression du gene fimH, Dallicine est a 1’origine d’une inhibition
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compétitive en neutralisant I’interaction entre les pilis et les glycoprotéines cibles de la vessie,
en s’insérant directement dans la poche réceptrice par formation de liaisons hydrogene avec la

phénylalanine 1 et I’asparagine 135.
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Figure 48 : Impact de I’allicine sur la voie BarA/UvrY/Csr de la souche CFT073. (85)

D’autres études préalables ont montré que chez E. coli CFT073 la stimulation du systéeme a 2
composants BarA / UvrY était impliqué dans la formation du biofilm (154) et que la sur-
expression de CsrA (protéine sous I’influance de BarA / UvrY) conduisait a une inhibition de
la formation de biofilm. Effectivement, UvrY controle la transcription de genes qui codent
pour des sous unités majeures de pilis de type 1 ou P. Les résultats présentés sur la figure 48
montrent donc un autre mode d’action de 1’allicine puisque 1’allicine a 25 ou 50 pg/mL
permet de diminuer de 32 % I’activité de BarA / UvrY et 50 pg/mL permet de multiplier par
3,3 le taux de la protéine CsrA chez CFT073.

Discussion :

Les dérivés de I’HE d’ail montrent des résultats intéressants dans la lutte antibactérienne. En
effet en plus de I’allicine, 1’ajoene, autre composé présent dans I’HE d’ail, possede un effet
antibactérien par inhibition des génes impliqués dans la pathogénicité médiée par le QS (155).
Dans cette présente étude, il a été montré que I’allicine possédait des capacités trés
intéressantes vis-a-vis des biofilms de souches uropathogéne d’E. coli. L’allicine, a seulement
50 pg/mL inhibe la formation de biofilm a de multiples niveaux en inhibant d’une part
I’adhésion bactérienne aux cellule uroépithéliales en interagissant directement avec les pilis
de type 1, mais aussi en diminuant I’expression du gene fimH qui code pour une sous unité
des pilis de typel. L’adhésion étant la premiére étape nécessaire a la formation d’un biofilm,
c¢’est donc un point majeur pour lutter contrer les infections du tractus urinaire. D’autre part,
I’inhibition de la formation du biofilm peut également étre médiée par la diminution

d’expression du systeme a 2 composants BarA / UvrY et par ’augmentation de la protéine
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CsrA qui en plus, posséde une activité stimulatrice de la dispersion du biofilm (156). Enfin,
I’allicine semble pouvoir diminuer 1’expansion des biofilms en limitant la mobilité des
bactéries qui sont libérées par le biofilm mature. Pour terminer, I’allicine semble agir sur les
biofilms matures puisque seulement 1h d’incubation a permis de diminuer de 30 % et 40 %
les biofilms de J96 et CFT073 respectivement, a 50 pg/mL. L’allicine pourrait ainsi aider a
libérer les cellules persistantes nichées au fond du biofilm afin de les rendre accessibles aux
antibiotiques, utilisés en association. L’observation microscopique a mis en évidence une
modification de 1’aspect de surface des biofilms avec un aspect mucoide du a une sur-
expression d’exopolysacharides désorganisés. L’allicine posseéde probablement d’autres

mécanismes d’action non €lucidés par cette étude.

En conclusion, I’allicine représente un réel intérét thérapeutique mais des études
complémentaires de cytotoxicité sont nécessaires afin de pouvoir pousser 1’expérimentation in
vivo sur I’'Homme. L’utilisation en combinaison avec des antibiotiques serait judicieuse pour

avoir une synergie d’action anti-biofilm et antibactérienne.
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2.3.2.2 Etude 2 : Etude de l'effet anti-biofilm du trans-cinnamaldéhyde sur des souches

uropathogénes d’E. coli. (UPEC) (158)

Détail du

composé

Le trans-cinnamaldéehyde (TC) ou aldéhyde cinnamique ou 3-phényl-prop-2-enal est
un aldéhyde aromatique, principal composé retrouvé dans les HE de canelle:
Cinnamomum zeylanicum (cannelle de ceylan), Cinnamomum cassia (cannelle de

chine) et Cinnamomum loureirii (canelle du vietham)

Protocole

Des cathéters urinaires en latex ainsi que des microplaques de polystyréne ont été
inoculés par 10°> & 10° UFC d’UPEC puis traités par le TC a 0%, 0,1%, 0,25% ou
0,5% a 37°C afin d’étudier I’inhibition de la formation de biofilm. Des cathéters avec
des biofilms d’UPEC préformés ont également été traités par lock thérapy contenant
du TC a 0%, 1%, 1,25% ou 1,5%. L’efficacité du TC sur chacune des expériences a

été déterminée apres 0, 1, 3 et 5 jours d’incubation.

Une analyse microscopique de 1’architecture des biofilms a été réalisée, ainsi qu’un

test de cytotoxicité du TC.

L’expérimentation porte sur 2 souches UPEC dénommées ATCC 700415 et UTI 89.

Parameétres

L’effet préventif de la formation de biofilm a été mesuré en comptabilisant le nombre
d’UFC attaché au substrat (polystyréne ou cathéter). Pour cela les substrats ont été
rincés, puis grattés avec une spatule stérile, et les bactéries sessiles mises en culture

sur gélose TSA (trypto caséine soja).

L’inactivation des biofilms préformés a été déterminée a 1’aide de la méthode

colorimétrique du cristal violet. (153)

L’observation microscopique a ¢été¢ réalisée a 1’aide d’un microscope confocal a

balayage laser SP2.

Le test de cytotoxicité du TC a été effectué sur des cellules HTB-4 (cellules
épithéliales issues d’un carcinome de vessie humaine) en présence de 1%, 1,25% ou
1,5% de TC. La viabilité cellulaire a été étudiée par méthode colorimétrique des sels
de tétrazolium. (157)

Interprétation des résultats :

Sachant que les effets du TC ont été similaires sur les 2 souches UPEC utilisées, seulement

les résultats de la souche ATCC 700415 sont présentes.
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Figure 49 : impact du TC sur la formation de biofilm d’UPEC ATCC 700415 sur
microplaques de polystyréne (A) et cathéter urinaire (B) en présence de 0% (¢) ; 0,1% (m) ;
0,25% (@) ; 0,5% (A) de TC. (158)

Les résultats présentés sur la figure 49 montrent qu’aprés 5 jours d’incubation, en
I’absence de TC, il s’est formé un biofilm mature sur les 2 substrats contenant 10" UFC/ml
ou 10" UFC/cathéter, c’est le controle. Dans les 2 cas, les concentrations de TC & 0,5% et 0,25
% ont totalement permis de prévenir I’apparition de biofilm, respectivement en 3 et 5 jours.
L’effet préventif de la formation de biofilm est rapide puisqu’aprés 24 heures, ces mémes
concentrations de TC permettent de diminuer approximativement de 3 log le nombre de
cellules contenues dans les biofilms. Les auteurs ont également étudié 1I’impact de la présence
d’urine synthétique sur 1’effet du TC a I’encontre des biofilms d’UPEC sur cathéter, aucune

différence n’a été observée (données non montrées).
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Figure 50 : impact du TC sur des biofilms d’UPEC ATCC 700415 préformés sur
microplaques de polystyréne (A) et sur cathéters urinaires en latex (B) a 0% (colonne noire et
¢4) ; 1% (colonne hachurée et m) ; 1,25% (colonne a tirets et ®) et 1,5% (colonne a pointillés et

A). (158)
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Les résultats présentés sur la figure 50 montrent que toutes les concentrations testées de TC
ont permis d’éliminer le biofilm préformé sur microplaques de polystyréne et sur les cathéters

urinaires. En effet, sur le polystyréne apreés 24 h d’incubation, le controle montre un biofilm
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intact et mature, mais aucun biofilm n’est détecté lors du traitement a 1,5 et 1,25 % de TC.
C’est aprés 72 h d’incubation que la concentration a 1% de TC a permis d’éliminer le biofilm.
Sur les cathéters urinaires, I’effet est plus long a apparaitre puisque seulement une

concentration a 1,5% de TC permet d’¢liminer le biofilm au bout de 24h d’incubation.

Figure 51 : observation microscopique de biofilms d’UPEC ATCC 700415 sans (A et C) et
avec (B et D) traitement par TC. Coloration SYTO (A et C) et iodure de propidium (B et D).
(158)

L’observation microscopique présentée sur la figure 51 montre, en 1’absence de traitement par
TC (A/C), un biofilm homogéne et dense avec une épaisseur moyenne de 14 pum (maximum
18 pum). Les observations de biofilm traité par TC (B/D) montrent une hétérogénéité due a la
perte de cellules, a une désorganisation structurale ainsi qu’a la mort de bactéries (visualisées
par I’iodure de propidium). L’épaisseur quant a elle se situe autour de 3 pm de moyenne

(maximum 5um).

Le test de cytotoxicité a montré que le TC, aux concentrations inférieures a 1,5 % n’induisait
aucune diminution de viabilité des cellules HTB-4 comparé au contréle, ni de changements

morphologiques vus en microscopie. (résultats non presentés)

Discussion :

Cette étude montre effectivement que le TC est capable de prévenir la formation de
biofilms d’UPEC et d’¢éliminer des biofilms préformés a la fois sur polystyréne et sur latex.
Les concentrations de TC pour lutter contre les biofilms préformés sont 2 a 3 fois plus
importantes que les concentrations utilisées pour I’effet préventif, malheureusement nous ne
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savons pas si les concentration inhibitrices de la formation de biofilm sont efficaces
également contre les biofilms préformeés. D’autre part, en condition réelle, les sondes urinaires
sont constamment exposées a 1’urine (riche en composés organiques), les auteurs ont montré
que, sur les biofilms sur latex, cela n’avait aucune incidence sur I’efficacité¢ du TC. Enfin, les
auteurs ont également étudié 1’intérét du TC a D’encontre de Proteus mirabilis, autre
pathogene freqguemment impliqué dans les complications sur dispositif urinaire. A 1’instar des
souches d’UPEC, I’efficacité du TC est identique. (158) L’incroyable efficacité du TC vis-a-
vis des UPEC pourrait étre due a de multiples mécanismes. A faible concentration, le TC
perturbe le QS médié par les AHL et les Al-2 chez E. coli et V. harveyi (159) et inhibe
certaines enzymes. (158) En concentration supérieure, le TC agit en tant qu’inhibiteur
d’ATPase. A concentration létale, sa haute hydrophobie, a I’instar des HE en général, permet
de cibler les membranes bactériennes et mitochondriales, altérant leur intégrité. (149) Enfin,
les résultats de cytotixité a I’encontre des cellules épithéliales de vessie n’ont montré aucune
toxicité quantitative ou morphologique. L’ensemble de ces résultats montre que le TC peut
étre un anti-infectieux sdr et efficace pour prévenir et inactiver des biofilms sur cathéters
urinaires. Cependant beaucoup de sondes urinaires ne sont pas en latex, ce qui fait que

d’autres études sont nécessaires afin de déterminer I’efficacit¢é du TC en général
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2.3.2.3 Etude 3: étude de I'impact du Trans-Cinnamaldéhyde (TC) sur I'attachement et

l'invasion des cellules épithéliales du tractus urinaire par des souches
uropathogénes d’E. coli (UPEC) (160)

Détail du

composé

Le trans-cinnamaldéhyde (TC) ou aldéhyde cinnamique ou 3-phényl-prop-2-enal est
un aldéhyde aromatique, principal composé retrouvé dans les HE de canelle:
Cinnamomum zeylanicum (cannelle de ceylan), Cinnamomum cassia (cannelle de

chine) et Cinnamomum loureirii (canelle du vietham)

Protocole

Des microplaques de polystyréne sur lesquelles des cellules de carcinome vésical
HTB-4 sont fixées, ont été incubées pendant 1 heure & 37°C en présence de 10° UFC
d’UPEC (ATCC 700415 ou UTI 89) et de concentrations subinhibitrices de TC (a 0,
325, 560 et 750 uM). Ensuite, ont été dénombrées les bactéries adhérentes ainsi que
celles internalisées dans les cellules épithéliales. En parallele a été réalisé 1’étude de
la variation d’expression de certains génes codant pour des adhésines (fimA, fimH,
sfaA, focA et papG).

Parameétres

L’adhérence des UPEC aux cellules HTB-4 a été mesurée en comptant, apres avoir
rincé et lysé ces dernicres afin de libérer les UPEC, le nombre d’UFC sur gélose TSA

apres incubation.

Pour mesurer les UPEC internalisées, les UPEC adhérentes ont été tuées a 1’aide de la
gentamicine, puis les cellules HTB-4 ont été lysées afin de libérer les UPEC
internalisées, ces derniéres ayant pu étre mises en culture sur gélose TSA puis

comptabilisées.

L’analyse transcriptomique des génes codant pour les adhésines a été réalisée par RT-

gPCR
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Interprétation des résultats :

Sachant que les effets du TC ont été similaires sur les 2 souches UPEC utiliséees, les résultats

présentés n’abordent pas systématiquement les souches.

Surviving UPEC populations (log CFU/ml)

0 T T T
Q L 10 15 20 25 30
Time (h)

Figure 52 : cinétique de croissance des souches d’UPEC en présence de TC a 0 uM (¢) ; 325
UM (m) ; 560 uM (A) ; 750 uM (e). (160)

Les résultats présentés sur la figure 52 permettent de s’assurer que la croissance des
souches d’UPEC en présence de 325, 560 ou 750 uM de TC est similaire a la croissance de
ces mémes souches en absence de TC, allant de 10° & 10° CFU/ml d’UPEC en 24 h
d’incubation. Ceci permet de définir ces taux de TC comme étant des concentrations sub-

inhibitrices (CSI) n’altérant aucunement la croissance normale des bactéries.
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Figure 53 : impact des CSI de TC sur I’adhésion des UPEC (A) et sur I’invasion des cellules
HTB-4 par les UPEC (B). 0 uM (noir) ; 325 uM (gris foncé) ; 560 uM (gris clair) ; 750 uM
(blanc) de TC. (160)

Les résultats présentes sur la figure 53 sont contrastés. En effet seule la concentration
a 750 UM de TC permet de réduire significativement aprés 60 minutes d’incubation,
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I’adhésion des souches d’UPEC aux cellules épithéliales, et ceci que de 20 % par rapport au
contrble. Cependant I’effet du TC sur I’invasion des cellules épithéliales est plus marqué.
Apres 50 minutes d’incubation, le TC a 750 et 560 uM a permis de diminuer respectivement
de 50 % et 30 % I’invasion des cellules épithéliales comparé au controle. L’effet semble

concentration dépendant.
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Figure 54 : impact du TC sur I’expression chez les souches d’UPEC des génes codant pour
les adhésines correspondantes a 560 uM (gris foncé) et 750 uM (gris clair) de TC. (160)

Les résultats présentés sur la figure 54 a propos de la variation d’expression des genes
codant pour 6 adhésines différentes en présence de TC concernent seulement les
concentrations a 560 et 750 UM car seules ces dernieres concentrations ont montré une
diminution significative de I’invasion des cellules HTB-4. Dans tous les cas, le TC a permis
de diminuer I’expression des genes des adhésines, ces derni¢res contribuant a la virulence des
souches d’UPEC. La concentration de TC a 750 uM est la plus active. En effet, comparée au
controle, I’expression de fimA, fimH, focA, sfaA, sfaS et papG a été divisée par 3,3 ; 11,1
4,3;6,9;5,2; et 3,3 respectivement.

Discussion :

Ces résultats montrent que le TC est capable de diminuer 1’attachement et 1’invasion
des cellules épithéliales vésicales par des souches d’UPEC. Cependant I’efficacité du TC est
bien plus prononcée a ’encontre de I’internalisation que contre I’attachement. L hypothese
serait que I’attachement réversible des bactéries est un phénoméne passif principalement
médié par des interactions non spécifiques, liées aux propriétés de surface des cellules ainsi
qu’aux organelles appendus, impliquant des interactions avec des molécules diverses et

variées. L’attachement irréversible lui, qui précéde D’internalisation, est médi¢ par des
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mécanismes davantage spécifiques, incluant la production d’adhésines appropriées comme
celles étudiées ci-dessus situées sur différents pili (type 1, type P...). Voila pourquoi le TC, en
diminuant 1’expression de ces adhésines, possederait une efficacité supérieure dans la
limitation de I’internalisation plutét que de 1’adhérence. Il a été montré par ailleurs dans
I’étude précédente que le TC était capable de prévenir la formation de biofilms de souches
d’UPEC mais aussi d’inactiver des biofilms préformés de ces mémes souches. (158) Or
I’attachement des bactéries est la premicre étape de formation d’un biofilm. L’effet anti-
biofilm du TC peut donc se situer a plusieurs niveaux : en diminuant I’expression de facteurs
de virulence comme les adhésines ce qui diminue 1’attachement, mais aussi en perturbant le
QS, (159) en inhibant certaines enzymes (158) et en altérant les membranes bactériennes et
mitochondriales. (149) D’autres mécanismes d’actions restent probablement a étre découverts.
Enfin, concernant son utilisation en pratique, le TC est une molécule reconnue comme sdre
par la Food and Drug administration (161) n’ayant montré aucune toxicité vis-a-vis des
cellules épithéliales vésicales a des doses 100 fois supérieures que celles utilisées dans cette
étude. (158) Bien que certaines études aient mis en évidence in vitro une certaine génotoxicité
du TC a haute dose, les études in vivo n’ont montré aucun effet secondaire lors de
I’administration d’une dose unique de 2220 mg/kg ou bien 550 mg/kg/jour pendant 2 ans,

(162) ce qui confére au TC un fort potentiel.
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2.3.2.4 Etude 4 : étude de I'impact de I'HE de cannelle de ceylan, de palmarosa, de tea trea

ainsi que l'eugénol, le géraniol et le terpinéne-4-ol sur des formes planctoniques et
sessiles d’E. coli et S. aureus. (163)

Détail des HE et de leurs

COMpOosés

Les HE de feuilles de Cinnamomum zeylanicum (canelle de ceylan), de Cymbopogon
martini (palmarosa) et de Melaleuca alternifolia (tea tree) obtenues par

hydrodistillation ont été utilisées.

Leurs composés majoritaires ont également été testés, a savoir 1’eugénol (phénol
aromatique présent a 86 % dans les rameaux et feuilles de cannelle), le géraniol
(monoterpénol présent a 86 % dans le palmarosa) et le terpinene-4-ol (monoterpénol

présent a 48 % dans le tea tree)

Protocole

Les HE de cannelle, tea tree et palmarosa ont été testées aux concentrations
suivantes : 0,12 % ; 0,48 % et 0,96 %. Les composés individuels eux, ont été testés a
la concentration de 1,56 %. Cette étude a pour but d’étudier I’impact des HE et de
leurs composés principaux sur la croissance de bactéries planctoniques, sessiles, ainsi
que sur la biomasse lors de la formation de biofilm, ceci durant 24h d’incubation a
37°C sous agitation. Les espéces étudiées sont E. coli ATCC 25922 et S. aureus
ATCC 24922.

Parameétres

Aprés incubation en présence des HE, contrairement aux cellules planctoniques, les
cellules des biofilms ont été extraites par sonication, puis ont été mises en culture sur
gélose TSA pendant 18h a 37 °C avant d’étre comptabilisées. Les cellules
planctoniques ont directement été mises en culture. Les résultats du comptage des
cellules planctoniques sont exprimés en Log CFU/ml alors que les cellules sessiles

sont exprimées en Log CFU/cm2,

La biomasse des biofilms a été quantifiée par méthode colorimétrique par cristal
violet. (153)
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Interprétation des résultats :
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Figure 55 : impact sur les formes planctoniques d’E. coli (A/C) et de S. aureus (B/D) des HE
a différentes concentrations (A/B) ainsi que de leurs composés majoritaires a 1,56 % (C/D).
(163)

Les résultats de la figure 55 montrent que I’ensemble des HE utilisées a 0,12 %, 0,48
%, 0,96 % ainsi que leurs composés majoritaires utilisés a la concentration de 1,56 %
présentent une activité bactéricide a ’encontre des bactéries planctoniques, ce qui veut donc

dire que ces concentrations utilisées ne sont pas sub-inhibitrices a la différence d’autres

études.
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Figure 56 : Impact sur les bactéries du biofilm d’E. coli (A) et de S. aureus (B) ainsi que sur
la biomasse des biofilms de E. coli (C) et de S. aureus (D) lors de I’incubation pendant 24
heures en présence d’HE a différentes concentrations. (163)
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Figure 57 : Impact des composants majoritaires des HE a la concentration de 1,56 % sur les
bactéries du biofilm d’E. coli (A) et de S. aureus (C) ainsi que sur la biomasse des biofilms de
E. coli (B) et de S. aureus (D) lors de I’incubation pendant 24 heures. (163)

Les résultats présentés sur les figures 56 et 57 montrent que les cellules du biofilms
sont plus résistantes que les cellules planctoniques, comme nous pouvions nous Yy attendre.
Concernant E. coli, I’'HE de tea tree exprime la plus faible activité bactéricide a I’encontre des
bactéries sessiles avec une diminution de 1,66 log a la concentration de 0,96 %, le terpinene-
4-0l lui, ne posséde pas d’activité bactéricide significative. L’HE de palmarosa possede une
activité bactéricide proportionnelle a sa concentration sur les bactéries sessiles en diminuant
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de 3,04 log les UFC a 0,96%. Le géraniol lui ne permet de diminuer que de 1,6 log les UFC
du biofilm. Enfin, ’'HE de cannelle est la plus bactéricide puisqu’elle est capable, a toutes les
concentrations testées, de diminuer de minimum 3 log les UFC du biofilm. A 0,96 %, le
nombre d’UFC dans le biofilm est réduit de prés de 4 log soit 99,99 % de réduction. En
revanche, I’eugénol n’a pas montré la méme efficacité, avec seulement 1,88 log d’UFC de
diminution. Concernant la biomasse du biofilm d’E. coli, ’action des HE et de leurs
composés est majeure puisque tous ont entrainé au minimum une diminution de plus de 93 %

de la formation de la biomasse du biofilm.

Concernant S. aureus, Les effets de ces composés sont moins efficaces. A propos du tea tree,
seule la concentration a 0,96 % permet de diminuer le nombre d’UFC de S. aureus, et de
seulement 1,76 log. Le terpinene-4-ol lui, comme chez E. coli n’a pas d’activité bactéricide
significative. L’HE de palmarosa est efficace a 0,48 et 0,96 %, entrainant une diminution
respectivement de 3,12 et 4,17 log d’UFC de S. aureus, alors que le geraniol ne diminue que
de 1,7 log le nombre d’UFC dans le biofilm. Enfin, la cannelle méme si elle est moins
efficace que chez E. coli a 0,12 et 0,48 %, la concentration de 0,96 % induit 4,66 log de
diminution du nombre d’UFC du biofilm. Un fois encore, I’eugénol seul ne permet de
diminuer que de 1,7 log le nombre d’UFC. Concernant la biomasse générale du biofilm de S.
aureus, tous les composeés excepté I’HE de tea tree, entrainent une diminution significative de
la biomasse. L’HE de cannelle, de palmarosa ainsi que leurs composés principaux entrainent

tous une diminution supérieure a 62 %.
Discussion :

Cette étude met en valeur le potentiel des HE de cannelle, de palmarosa, de tea tree ainsi que
leurs composés principaux pour lutter contre les biofilms d’E. coli et de S. aureus.
L’ensemble des résultats montrent que les bactéries sessiles du biofilm sont comme vis-a-vis
des autres anti-infectieux, moins sensibles aux HE. D’autre part, les HE testées ici possedent
des activités bactéricides et anti-biofilm supérieures a leurs composés principaux testés
individuellement. Si ces résultats appuient les conclusions d’études mettant en évidence ces
phénomenes de synergie, (164) ils sont divergents par rapport a d’autres publications qui
montrent le contraire, certains composés principaux individuels étant plus actifs que les HE
entieres vis-a-vis de biofilms d’E. coli. (165) Par ailleurs, certaines études ont montré que les
bactéries a Gram négatif étaient plus résistantes aux HE que les bactéries a Gram positif.
(148) Cependant dans cette présente étude, 1’efficacité des HE et de leurs composés semble

meilleure a ’encontre d’E. coli plutdt que chez S. aureus, corroborant tout de méme avec les
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résultats d’autres publications. (166) Enfin, méme si dans cette étude le tea tree posséde des
propriétés bactéricides limitées par rapport aux autres HE, son activité inhibitrice sur la
biomasse du biofilm est marquée (>93 %). Or une autre étude, entre autre sur le tea tree n’a
montré aucune efficacité a ’encontre du biofilm d’E. coli. (167) Néanmoins, ces différences
peuvent étre dues a de nombreux facteurs, les protocoles d’expérimentations étant différents
(durées d’incubation, stade de croissance des biofilms, nature du substrat...), et les
concentrations et compositions des HE n’étant pas exactement identiques. Tout ceci ne fait
que rappeler la complexité et la diversité des résultats en fonction des multiples facteurs de

variabilité (protocoles, HE, souches bactériennes ou fongiques...).
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2.3.2.5 Etude 5: étude chez E. coli de I'activité anti-QS et de I'inhibition de la formation de

biofilm par les HE de Sauge sclarée, de genévrier, de citron jaune et de marjolaine a
coquilles ainsi que leurs composés principaux. (165)

Détail des HE et
de leurs composés

Les HE de sauge sclarée (Salvia sclarea), de genévrier (Juniperus communis), de
citron jaune (Citrus lemon), de marjolaine a coquille (Origanum majorana) ainsi que
leurs composés principaux, respectivement le linalol, 1’alpha pinéne, le limonéne, et
de terpinene-4-ol ont été testés. L’HE de cannelle a également été testée contre des

biofilms mixtes, mais pas ses composés principaux.

Protocole

Dans un premier temps, les CMI individuelles des HE sur les bactéries planctoniques
ont été déterminées aprés 24h d’incubation d’E. coli 0582 en présence des HE ou de
leurs composés principaux. Puis les concentrations sub-inhibitrices des HE ou
composés ont été testées pour analyser leurs effets sur la formation de biofilms
homogenes et hétérogeénes d’E. coli entre autres. Pour cela, 200 uL d’une solution de
bactéries planctoniques & 10® UFC/ml ont a été déposée dans chaque puits d’une
microplaque a 96 puits, puis un délai de 4h est laissé afin que les cellules adherent au
substrat, ensuite le surnageant a été remplacé par 200 uLL d’une solution contenant
une des HE ou un de leurs composes a la concentration CMI/2, et ceci pendant 24h.
L’effet sur le QS a également été étudié aux volumes en HE ou composes de 1 ; 2 et
3 L. Enfin une observation microscopique a été realisée pour visualiser

I’architecture tridimensionnelle des biofilms.

Parameétres

La détermination des CMI a été déterminée par absorbance a 600 nm, apres 24h
d’incubation, les absorbances inférieures a 10 % du contrdle sont considérée comme

correspondantes aux CMI.

La mesure de I’inhibition de formation des biofilms a été réalisée par méthode

colorimétrique au cristal violet. (153)

L’¢tude sur le QS a été réalisée en mesurant le diametre d’inhibition de production de
violacéine chez la bactérie a Gram négatif Chromobacterium violaceum. La

production de ce pigment étant sous influence du QS. (168)

L’observation microscopique des biofilms a été réalisée a I’aide d’un microscope

électronique a balayage Hitachi S4700.
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Interprétation des résultats :

Tableau 3 : valeurs de CMI en pL.mL™ des HE ou de leurs composés contre E. coli. (165)

HE ou composés E. coli 0582
Sauge sclarée 2
Genevrier 2
Citron jaune 4
Marjolaine a coquille 0,5
Alpha-pinene 1
Limonéne 6
Linalol 3
Terpinene-4-ol 2

Des concentrations de 0,5 & 16 pL.mL™ ont été utilisées, les valeurs de CMI
présentées dans le tableau 3 se situent toutes entre 0,5 et 6 pL.mL™ avec dans la plupart des
cas des CMI supérieures pour les composes individuels comparées aux CMI des HE
complétes. Ainsi, afin d’étudier les effets sur le biofilm et non I’effet bactéricide, des
concentrations sub-inhibitrices sont utilisées a 1’encontre de la formation de biofilms d’E. coli
0582.
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Figure 58 : effet des HE et de leurs composés sur la formation de biofilm d’E. coli a la
concentration CMI/2. (165)

Les résultats de la figure 58 montrent qu’excepté ’'HE de marjolaine a coquille, toutes
les HE et les composeés principaux possédent une activité inhibitrice vis-a-vis de la formation

de biofilm par E. coli, comparé au contrdle. De fagon surprenante, tous les composés
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principaux des HE, a I’exception du limonéne, possedent une activité inhibitrice supérieure a

leur HE
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Les résultats présentés sur I’encadré A de la figure
59 montrent que I’HE de citron est capable
d’inhiber en partie la formation du biofilm mixte
d’E. coli et de P. putida, mais de facon étonnante,
non proportionnelle & sa concentration. Les HE de
marjolaine & coquille et de cannelle,
respectivement sur les encadrés B et C de la figure
59, possédent une activité inhibitrice plus marquée
encore, car les plus petites concentrations testées
sont capables d’inhiber quasiment totalement la

formation de biofilms mixtes.

Il est intéressant de préciser que dans le contréle,
aprés 24 heures d’incubation a 30°C, E. coli s’est
développé beaucoup plus vite que P. putida, avec
un ratio de 99 : 1 alors qu’initialement le ratio était
de 1: 1. Le fait de traiter ce biofilm mixte par de
I’HE de citron a rétabli la tendance en diminuant
de 2 log le nombre de cellules d’E. coli, sans
influencer le nombre de cellules de P. putida. Lors
de Dincubation en présence de Marjolaine a
coquille, les 2 especes ont été réduites de 2 log.
Quant au traitement par la cannelle, aucune colonie
n’a ¢t¢ visualisée aprées 24h d’incubation.

(Données non montrées).

Figure 59 : effet des HE de citron (A), de marjolaine a coquille (B) et de cannelle (C) a
différentes concentration sur la formation de biofilms mixtes composés d’E. coli et de P.

putida. (165)
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Figure 60 : observation microscopique de biofilms mixtes d’E. coli et de P. putida apres 24 h
d’incubation en 1’absence d’HE (E/F), aprés 24 h d’incubation en présence d’HE de citron
(G), et aprées 24 h d’incubation en présence d’HE de cannelle (H). (165)

Les images controle présentées sur la figure 60 mettent en évidence la présence de
microcolonies, qui se forment lors de I’étape suivant 1’attachement irréversible des cellules.
Les 2 HE testées semblent avoir un impact négatif sur la formation de ces microcolonies et
sur le nombre de cellules attachées, que 1’on peut visualiser sur les images G et H de la figure
60. Cependant I’image G de la figure 60 montre que I’HE de citron parait avoir un effet

moindre par rapport a I’HE de cannelle.

Tableau 4 : halo d’inhibition de croissance et halo décoloré du a I’effet anti-QS des HE et de
leurs composés. (165)

Growth inhibition

halo (mm) Anti-QS halo (mm)

EQs/

components 1 ul 2 ul 3 u 1 ul 24 3l
Clary sage 4 4 4 10 20 25
Linalool 5 5 3 10 15 20
Lemon 1 2 2-5 0 0-5 1
Limonene 4 7 6-5 0 0 0
Marjoram 1 3 3 10 15 20
Terpinen-4-ol 1 2 2 0 15 20
Juniper 2 3 3 0 10 20
#-Pinene 5 5 5 1 1 1
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En regard des résultats présentés dans le tableau 4, I’'HE de citron ainsi que son composé
majoritaire, le limonéne, ne semble posséder aucune propriété anti-QS. De plus, I’effet anti-
QS de I’alpha pinéne, méme s’il est faible, ne dépend pas de sa concentration. Les HE de
sauge sclarée, de marjolaine, de genévrier ainsi que le linalol et le terpinéne-4-ol, eux,
possédent une activité anti-QS proportionnelle a leur concentration. Enfin, dans tous les cas,
les HE complétes possédent une activité anti-QS supérieure a leurs composants majoritaires,

contrairement & ce qui a été observé sur la formation du biofilm d’E. coli.

Discussion :

Les HE utilisées dans cette étude sont composées principalement de terpénes : soit des
monoterpenes cycliques aliphatiques (alpha pinene et limonene) soit des alcools
monoterpéniques (linalol et terpinéne-4-ol). Cela ne doit pas étre le cas pour I’'HE de cannelle
dont I’auteur ne nous donne malheurecusement aucune information dessus... Il est intéressant
de noter que bien que I’HE de marjolaine a coquille soit inefficace pour lutter contre la
formation de biofilm d’E. coli a la CMI/2, elle posséde a cette méme concentration une
activité anti-biofilm importante a 1’encontre d’un biofilm mixte d’E. coli et de P. putida. Ceci
est trés intéressant car dans la majorité des cas, les biofilms dans I’environnement sont
hétérogenes, ce qui signifie que ce n’est pas parce qu’une HE ne posséde pas d’activité a
I’encontre d’un biofilm mono-espéce, qu’elle ne posseédera pas d’activité lorsque cette méme
espece sera mélangée a d’autres. D’autre part, certaines études précédentes ont montré que les
HE exercaient une activit¢ antibactérienne supérieure comparée a ’activité isolée de leurs
composants principaux utilisés purs, ceci a cause de phénomeénes de synergies entre
composés. (163,169) Méme si cela reste vrai pour I’effet anti-QS, cette présente étude dément
cette théorie puisque, chez E. coli, I’inhibition de formation de biofilm par les composés
principaux purs, est au moins égale (limonéne et HE de citron) voire supérieure aux HE
compleétes (linalol, alpha pinéne, terpinéne-4-ol), ce qui signifie que les composés principaux,
utilisés seuls pourraient suffire. Et contrairement a ce qui a pu étre observé auparavant, le
linalol, le limonéne ainsi que I’alpha-pinéne entrainent bel et bien une diminution de
production de biofilm, et non une augmentation comme c’est le cas chez L. monocytogenes.
(170) Ces résultats mettent en eévidence la variabilité considérable de susceptibilité
individuelle des agents pathogene vis-a-vis des HE et de leurs composés, ce qui complique
leur utilisation en pratique, et peut parfois nécessiter de connaitre 1’agent pathogeéne en
question afin de ne pas obtenir un effet inverse. Enfin, toutes les solutions utilisées (sauf I’HE
de citron, le limonéne et I’alpha-pinéne) possedent une activité anti-QS. En réalité cela ne

veut pas forcément dire grand-chose car les voies de QS fluctuent entre espéces. Comme nous
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I’avons vu précédemment, chez V. cholerae, c’est I’activation du QS qui entraine la
dispersion du biofilm. (97) Tout ceci nous oblige a dire que davantage d’études sont

nécessaires afin d’exploiter le potentiel des HE.

113

DUPIN
(CC BY-NC-ND 2.0)



2.3.2.6 Etude 6 : étude des propriétés inhibitrices de 'HE d’Eucalyptus globulus libre ou

encapsulée dans des nanoparticules de silice (NPS) sur la formation de biofilm par
E. coli. (171)

Détail de

I’HE

L’HE entiére d’Eucalyptus globulus a été utilisée, soit libre, soit encapsulée dans des
nanoparticules de silice. Elle est composée entre 65 et 80 % d’eucalyptol (=1-8

cinéole) qui est un oxyde monoterpénique. (140)

Protocole

L’effet anti-biofilm de I’'HE d’E. globulus a été testé contre la souche E. coli ATCC
25922. Les auteurs ont souhaité observer la différence d’effet lorsque I’'HE est
encapsulée dans des nanoparticules d’une taille moyenne de 1000 nm. Outre I’effet
bactéricide sur les cellules planctoniques, 1’effet inhibiteur sur la formation de
biofilm a été analysé aprés 48 h d’incubation, a une concentration en HE ou en NPS

allant de 0,3 a 50 pl/ml. Une observation microscopique a également été réalisée.

Parameétres

La mesure de la formation des biofilms a été réalisée par méthode colorimétrique au

cristal violet. (153)

Les observations microscopiques des NPS ont été réalisées a I’aide d’un microscope
¢lectronique a balayage (tension d’accélération a 15 kV et grossissement 10 000). Les

biofilms eux ont été observés a 1’aide d’un microscope optique

L’ensemble des tests a été réalisé en utilisant des concentrations identiques en HE,
que ce soit avec I’HE libre ou bien ’HE contenue dans les NPS en se reportant a leur

volume.

Interprétation des résultats :

Figure 61 : visualisation des NPS par microscopie électronique a balayage. (171)
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L’image présentée sur la figure 61 permet de visualiser des nanoparticules de silice d’un
diamétre moyen de 1000 +/- 20 nm, sphériques et relativement bien dispersées dans la phase
aqueuse, permettant une surface optimale pour la libération de I’HE. L’auteur précise que ces

NPS, utilisées vierges, possedent un effet antibactérien négligeable vis-a-vis d’E. coli.

Biofilm inhibition
1.2
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0.6

0.4

-
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control oll encap sulated 31Ps

Biofilms growth (0D grenm)

Figure 62 : effet a 50 ul/ml de I’HE d’E. globulus libre ou encapsulée sur la croissance du
biofilm d’E. coli ATCC 25922 apreés 48 h d’incubation. (171)

Seuls les résultats a 50 pl/ml sont présentés sur le figure 62. Ils montrent une réduction
importante de la formation du biofilm d’E. coli. Utilisée libre, ’'HE d’E. globulus induit une
diminution de formation de biofilm de 62,4 %. Lorsqu’elle est encapsulée, I’HE induit une

diminution de 81,4 % soit 19 points de plus.
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Figure 63 : observation microscopique de biofilm d’E. coli ATCC 25922 aprés 48 h
d’incubation en I’absence d’HE (A), en présence d’HE libre (B), en présence d’HE
encapsulée (C). (171)

Sur I’image contrdle (A) de la figure 63, nous pouvons visualiser de nombreuses bactéries
adhérentes au substrat, elles sont quasiment toutes confluentes, certaines semblent former des
microcolonies. Les images B et C de la figure 63 confirment les résultats préalablement

obtenus par la quantification au cristal violet du biofilm, puisque le nombre de cellules

115

DUPIN
(CC BY-NC-ND 2.0)



attachées est considérablement réduit, et aucune microcolonie ne semble s’étre formée. Les

effets sont plus importants lorsque I’HE est encapsulée.
Discussion :

Il a été montré auparavant que I’HE d’E. globulus possedait des propriétés
antibactériennes a la fois contre les bactéries a Gram positif et négatif. (172,173) Cette
présente étude prouve également la capacité qu’a cette HE pour lutter contre les biofilms d’E.
coli. Son efficacité est améliorée lorsqu’elle est encapsulée, probablement grace a
I’amélioration de la diffusion dans le biofilm grace a une hydrophilie augmentée. Cependant
I’auteur nous présente les résultats de la concentration maximale testée (50 pl/ml), sans
préciser ce qu’il en est pour les concentrations inférieures... Néamoins, en plus de 1’effet anti-
biofilm de ’HE d’E. globulus, cette étude illustre le potentiel éventuel que peuvent avoir les
NPS, pouvant véhiculer tout type d’HE, limitant d’une part leur volatilité (et augmente donc
leur durée d’effet) et d’autre part peut masquer leur gotit (propriété intéressante dans
I’industrie agro-alimentaire). Les NPS ne sont néanmoins pas dénuées de toxicité. En effet,
certains travaux ont montré un effet cytotoxique des NPS vis-a-vis de fibroblastes humains et
également genotoxique, principalement pour des NPS de diamétre inférieur ou égal a 10 nm,
et ceci avec une concentration en NPS de 0,6 mg.mL™. Cependant ces effets cytotoxiques et
génotoxiques semblent disparaitre lorsque les concentrations en NPS sont divisées par 10.
(174) La prudence est de mise, mais les NPS utilisées pour encapsuler I’'HE d’Eucalyptus

globulus posseédent un diamétre de 1’ordre du micrometre, a priori sans danger.
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2.3.2.7 Etude 7 : Etude des propriétés antibactériennes des HE de lemongrass, de tea tree

et de cannelle de chine vis-a-vis de bactéries sessiles d’E. coli entéropathogéne
(EPEC). (167)

Détail des HE

Les HE d’écorce de cannclle de chine (Cinnamomum cassia), de lemongrass
(Cymbopogon flexuosus) et des feuilles de tea tree (Melaleuca alternifolia) ont été
testées séparément ou combinées contre des bactéries sessiles d’E. coli. Les
composés majoritaires de ces HE sont le cinnamaldéhyde (81 %) pour la cannelle, le
citral (70 %) pour le lemongrass et le terpinene-4-ol (40 %), le y-terpinene (22,3 %),

I’a-terpinéne (10,8 %) et le cineole (3 %) pour le tea tree.

Protocole

Le potentiel antibactérien de ces 3 HE a été évalué a I’encontre de bactéries
planctoniques ou sessiles d’EPEC CDC 0126. Les HE ont été testées séparément ou
dans différentes combinaisons a pourcentage égal (1:1 v/v ou 1:1:1 v/v). Pour cela,
50 pl d’inoculum a 108 CFU/ml a été administré dans chaque puits d’une
microplaque en polystyréne, et incubé pendant 48 h a 37°C pour laisser croitre le
biofilm. Puis 200 pl d’une solution allant de 0,01 a 1 % d’HE a été ajouté et laissé
dans chaque puits pendant 20 minutes a température ambiante. Aprés rincage des
puits, 200 pl de milieu de culture a été ajouté dans chaque puits pendant 24 h a 37°C.
La soustraction de I’absorbance a 620 nm avant et apres les 24 h d’incubation permet
une approche semi quantitative basée sur la relation qu’il existe entre 1’absorbance du
biofilm et la croissance bactérienne des cellules sessiles. Les auteurs ont également
souhaité analyser 1’effet de la cannelle sur ces mémes biofilms formés sur de I’acier
inoxydable type AISI 304. Pour cela des biofilms formés depuis 48h (avec ou sans
agitation) ont été incubés pendant 20 minutes a température ambiante en présence de
1 % ou 2 % (v/v) d’HE de cannelle, ou en présence d’un ammonium quaternaire.

(chlorure d’alkyldiméthylbenzylammonium)

Parameétres

La mesure de la formation des biofilms a été réalisée par méthode colorimétrique au
cristal violet a 620 nm permettant une approche semi quantitative du nombre de

cellules sessiles viables. (153)

La comptabilisation du nombre de CFU d’EPEC sur I’acier inoxydable a été réalisée
aprés incubation a 37°C pendant 14h sur gélose TSA des bactéries sessiles

écouvillonnées apres le traitement par les HE.
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Interprétation des résultats :

Toutes les HE et combinaisons d’HE testées se sont révélées posséder des propriétés

antibactériennes a I’encontre des bactéries planctoniques d’EPEC, avec des CMI allant de

0,06 % a 0,25 %.
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Figure 64: Effet des HE a différentes
concentration, cannelle + lemongrass (A),
cannelle + tea tree (C), lemongrass + tea tree
(E), cannelle + lemongrass + tea tree (G) vis-
a-vis de biofilms d’EPEC préétablis sur
polystyrene.
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Figure 65: Effet des HE a différentes
concentration, cannelle (A), lemongrass
(C) et tea tree (E) vis-a-vis de biofilms
d’EPEC préétablis sur polystyrene.
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Les résultats présentés sur les figures 64 et 65 mettent en évidence une diminution de
sensibilité des bactéries sessiles aux anti-infectieux, puisque contrairement aux formes
planctoniques, seules les concentrations les plus élevées de certaines HE & 1% induisent une
diminution du biofilm (concentrations bien supérieures aux CMI des bactéries planctoniques).
En effet, a 1%, c’est la canelle utilisée seule qui possede la plus forte activité anti-biofilm,
suivie de I’association cannelle + lemongrass, elle-méme suivie par le lemongrass seul. En
revanche I’HE de tea tree semble dénuée d’intérét contre le biofilm d’EPEC. De fagon
suprenante, 1’association des 3 essentielles ne posséde également pas d’activité anti-biofilm

aux concentrations testées.

Tableau 5 : Effet de I’'HE de cannelle comparé a un ammonium quaternaire vis-a-vis du
biofilm d’EPEC sur acier inoxydable. (167)

Treatments EPEC

Log-reductions %
EO (1% v/v) 0.83 =+ 0.05® 12.67
Sanitizer 2.72 + 0.458 41.33
EO (2% v/v) 6.57 + 0.00= 100.00

Les auteurs ont également évalué I’effet anti-biofilm de la cannelle sur des biofilms
d’EPEC, formés sur acier inoxydable, matériau trés souvent utilisé dans 1’industrie agro-
alimentaire. Ils ont étudié uniquement I’HE de cannelle car c’est elle qui a montré les
meilleurs propriétés antbacteriennes sur les formes planctoniques et sessiles. Sur les résultats
présentés dans le tableau 5, nous pouvons voir qu’a 1%, ’efficacité de la cannelle est trés
modérée puisqu’elle diminue seulement de 12,67 % le nombre de bactéries sessiles en 20
minutes. En revanche, a 2%, 100 % des bacteries sessiles ont eté éliminées, 1’efficacité est
bien meilleure que 1’ammonium quaternaire (chlorure d’alkyldiméthylbenzylammonium)
fréquement utilisé dans 1’industrie agroalimentaire qui lui, n’entraine une diminution que de

41,33% du nombre de bactéries sessiles.

Enfin, les auteurs ont analysé I’impact de I’HE de canelle sur des biofilms formés en
condition statiques ou sous agitation (50 rotations par minutes). Il s’avére que cela n’influe
pas sur I’efficacité de la cannelle vis-a-vis d’EPEC, ce qui n’est pas le cas vis-a-vis de L.

monocytogenes qui est plus résistante a cette HE lorsque son biofilm est formé sous agitation.
Discussion :

La ou des concentrations sub-inhibitrices de certaines HE ou composés principaux sont
capables d’agir sur des biofilms préformés, (85) cela ne semble pas étre le cas avec les HE
testées dans cette étude. En effet la CMI de la canelle vis-a-vis d’EPEC CDC 0126
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correspond a 0,06 %. Or ce n’est qu’a partir de 1% que celle-ci parvient & inactiver en partie
des biofilms préformés depuis 48h. Cela est également valable pour I’'HE de lemongrass. Il
faut tout de méme garder a 1’esprit que ce ne sont pas des souches identiques qui sont testées,
ce qui pourrait expliquer les différences de résultat. En revanche, cette étude va dans le sens
d’autres études qui montrent que le cinnamaldéhyde seul a 1% (présent a 81 % dans la
cannelle de chine) est capable d’inactiver des biofilms préformés d’UPEC sur polystyréne ou
latex. (158) Si les concentrations sub-inhibitrices en cinnamaldéhyde ne semblent pas
inactiver des biofilms préformés d’E. coli, elles peuvent en revanche inhiber en partie leur
formation. (160) D’autre part, I’HE de tea tree, aux concentrations utilisées dans cette étude
semble totalement inefficace, méme a la concentration de 4 fois la CMI. Cependant d’autres
études étudiant le terpinéne-4-ol (présent a 40 % dans le tea tree) ont montré que des
concentrations sub-inhibitrices, elles, (& I’instar du cinnamaldéhyde) étaient capables de
diminuer la formation de biofilm d’E. coli (165) ou de C. albicans. (175) De plus, méme si ce
n’est pas le cas chez E. coli, les auteurs ont montré dans cette étude que la sensibilité aux HE
pouvait étre affectée par les conditions de formation du biofilm. En effet sous agitation, le
biofilm de L. monocytogenes est moins sensible a I’action de la cannelle. Ceci est
propablement du a des modifications architecturales du biofilm, ainsi qu’a une augmentation
du taux de mutation et de recombinaisons génétiques. (176) Enfin, Ia ou nous aurions pu nous
attendre a un effet synergique lorsque les 3 HE sont mélangées a volume égal, en réalité
aucun effet n’a été observé a la concentration maximum totale de 1 %. Ainsi, cette étude
renforce 1’idée, qu’au méme titre que les antibiotiques, des concentrations supérieures en HE

sont nécessaires pour inactiver des biofilms plut6t que pour prévenir leur formation.
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2.4 Etude sur un exemple de bactérie a Gram positif : Staphylococcus
aureus

2.4.1 Généralités a propos de S. aureus et de son biofilm

Staphylococcus aureus est un coccus a Gram positif aérobie-anaérobie facultatif dont
I’Homme est le réservoir naturel. C’est une bactérie commensale présente chez 30 a 50 % de
la population principalement retrouvée sur la peau et les muqueuses des fosses nasales et du
pharynx. Elle peut devenir parfois pathogéne et causer des infections cutanées (panaris, abces,
impétigo...), des infections ORL (otites, angines, sinusites...) ainsi que des infections
nosocomiales parfois graves. (177) En effet S. aureus, au méme titre qu’E. coli se place au
premier rang des agents infectieux responsables d’infections nosocomiales. De plus, S. aureus
est également une des principales bactéries a I’origine d’intoxications alimentaires. (177,178)
Le traitement de ces infections est parfois difficile car d’une part 20 a 50 % des souches
seraient multi-résistantes aux antibiotiques, et d’autre part, S. aureus est capable de produire
des biofilms via des mécanismes divers et redondant, lui permettant de coloniser quasiment
toutes les surfaces. (179) Cette bactérie est une des principales causes d’infections liées aux
biofilms sur dispositif médicaux (valves cardiaques, cathéters, prothéses...) et est a ’origine

de plusieurs centaines de millions de dollars de dépense chaque année. (179,180)
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2.4.2 Etude d’HE potentiellement intéressantes contre son biofilm

2.4.2.1

Etude 1: Etudes de I'’eugénol a I'encontre du biofilm de souches cliniques de S.
aureus. (181)

L’eugénol, phénol aromatique (4-allyl-2-méthoxyphénol) et composant majoritaire de

> D
T w0
= 2 | I’'HE de clou de girofle, a été testé seul et en combinaison avec le carvacrol.
g 5
A o
72 souches cliniques de S. aureus ont été utilisées (43 résistantes a la méticilline :
SARM, et 29 sensibles a la méticilline : SASM) et une souche ATCC 29213 et 5
autres souches de SARM résistantes a d’autres antibiotiques (erythromycine,
clindamycine, gentamicine...)
Dans cette étude, 8 expériences ont été menées :
Exp 1: détermination vis-a-vis des bactéries planctoniques des CMI, des
concentrations minimales bactéricides (CMB) et des concentrations minimales
éradiquant le biofilms (CMEB).
Exp 2 : détermination de I’effet de 1’eugénol sur la croissance de biofilm de SARM et
de SASM.
Exp 3 : détermination de I’effet de I’eugénol sur des biofilms préétablis depuis 24 h
< de SARM et de SASM.
g
DEj Exp 4 : détermination du temps de contact nécessaire de 1’eugénol permettant un effet

bactéricide sur les bactéries sessiles du biofilm préétabli de la souche de référence
ATCC 29213.

Exp 5 : détermination in vivo de I’effet de I’eugénol a la concentration de 0,5 CMI

sur la colonisation par S. aureus de I’oreille moyenne de rats Sprague-Dawley.

Exp 6 : détermination de la variation d’expression en présence d’eugénol de genes
impliqués dans la formation de biofilm (icaD et sarA) ainsi qu’un géne de toxine

(seA)

Exp 7 : évaluation de la permeéabilité des membranes de S. aureus ATCC 29213 en

présence d’eugénol.

Exp 8 : évaluation de la synergie entre I’eugénol et le carvacrol vis-a-vis de biofilms

préformés de SARM et SASM.
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Parametres

La CMI est considérée comme la plus petite concentration d’eugénol n’entrainant pas
de croissance visible, la CMB elle est considérée comme la plus petite concentration
réduisant de 3 log I’inoculum bactérien et la CMEB est considérée comme la plus
petite concentration entrainant une diminution > 1 log de bactéries viables dans le

biofilm.

La comptabilisation des UFC a été effectuée aprés une nuit d’incubation sur gélose

BHI a 37°C.

La biomasse des biofilms a été déterminée par méthode spectrophotométrique au
cristal violet. (153)

Les observations microscopiques ont été réalisées a 1’aide d’un microscope

électronique a balayage Hitachi S-4700

La synergie de I’eugénol et du carvacrol a été mesurée en calculant 1’indice de

concentration inhibitrice fractionnaire (FICI).

L’évaluation de la perméabilité membranaire a ét¢ évaluée par méthode

spectrophotométrique au cristal violet. (182)

L’analyse de la variation d’expression des genes concernés a été évaluée par RT-PCR

en temps réel.
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Interprétation des résultats :

Au sein de toutes les souches de S. aureus, les valeurs de CMI varient de 0,01 % a 0,04 %, les

valeurs de CMB elles, sont doublées. Aucune différence de sensibilité n’a été constatée entre

les SARM et les SASM.
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Figure 66 : effet sur la croissance de biofilms de SARM et de SASM en présence de
différentes concentrations d’eugénol. Effet de 1’eugénol sur la biomasse (A). Effet de
I’eugénol sur la viabilité des bactéries sessiles (B). Vue en microscopie électronique a
balayage de la croissance du biofilm de S. aureus ATCC 29213 en I’absence d’eugénol (C) et
en présence de 0,02 % (0,5 CMI) d’eugénol (D). (181)

Les résultats présentés sur la figure 66 montrent que 1’eugénol a CSlI, est capable de
diminuer de facon importante la croissance de biofilms de S. aureus puisque la moitié de la
CMI (0,02 %) permet de diminuer de pres de 50 % la biomasse du biofilm (Fig. 66, A) et
également de 99 % (2 log) le nombre de bactéries viables dans le biofilm (Fig. 66, B).
L’architecture quant a elle est, toujours a 0,5 CMI, trés affectée : sans eugénol, le biofilm est
épais, organisé en structure tridimensionnelle avec des microcolonies et les cellules
connectées les unes aux autres (Fig. 66, C). L’eugénol a pour conséquence d’induire une
désorganisation dans le biofilm naissant, avec nettement moins de cellules, ces dernieres étant
dispersées et attachées a la surface (Fig. 66, D). L’étude de viabilité cellulaire montre que

I’eugénol est bactériostatique et bactéricide selon les concentrations, et que par conséquence,
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cela diminue le nombre de bactéries susceptibles de participer a la formation du biofilm, et

prévient ainsi I’agrégation et les connections inter-cellulaires.
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Figure 67 : impact de I’eugénol a différentes concentration vis-a-vis de biofilms préétablis de
SARM et de SASM. Effet de I’eugénol sur la biomasse (A). Effet de I’eugénol sur la viabilité
des bactéries sessiles (B). Vue en microscopie électronique a balayage du biofilm préformé de
S. aureus ATCC 29213 en I’absence d’eugénol (C) et en présence de 0,04 % (=CMI)
d’eugénol (D). (181)

Les résultats présentés sur la figure 67 montrent qu’a sa CMI (0,04 %), I’eugénol
diminue la biomasse des biofilms préétablis de plus de 50 %, et qu’a 2 fois la CMI (0,08 %),
I’eugénol induit une diminution de 99,99 % (4 log) le nombre de bactéries viables dans le
biofilm. La CMEB de I’eugénol vis-a-vis de S. aureus peut donc étre considérée a 0,08%. Les
images microscopiques montrent en I’absence d’eugénol une structure tridimensionnelle trés
organisée avec des connexions inter-cellulaires intactes (Fig. 67, C). La morphologie des
cellules est lisse et réguliére. L’eugénol a pour effet de rompre les connexions inter-
cellulaires, désorganiser la structure tridimensionnelle, tuer certaines bactéries et d’affecter la
morphologie des cellules vivantes (elles sont plus petites et rugueuses) (Fig. 67, D). Ces

résultats semblent prouver que I’éradication du biofilm par I’eugénol peut étre du a la rupture

des liaisons inter-cellulaires et a la lyse cellulaire.
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Figure 68 : cinétique de ’effet bactéricide de 1’eugénol sur un biofilm préformé de S. aureus
ATCC 29213. (181)

Les résultats présentés sur la figure 68 montrent qu’a 0,08 % (=CMEB), ’eugénol
apres 3 et 6 heures de contact, entraine une diminution de 2 et 4 log respectivement du
nombre de bactéries viables dans le biofilm. Cette observation suggere que 1’effet bactéricide

de I’eugénol vis-a-vis de biofilms préétablis se manifeste apres 3 & 6 heures de contact.
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1.00E+01
1.00E+00

Mean cfu counts of bulla

Control (Media  Bacteriaonly  Bacteria with
with DMSO) group eugenol
E

Figure 69 : Effet de I’eugénol sur la colonisation de 1’oreille moyenne de rats par S. aureus
ATCC 29213 pendant 1 semaine. (A) contrble. (B) inoculation de DMSO seul. (C)
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inoculation de S. aureus et d’eugénol. (D) inoculation de S. aureus seul. (E) comptabilisation
du nombre d’UFC de S. aureus présent sur la muqueuse de ’oreille moyenne dans les
différents cas. (181)

Les résultats présentés sur la figure 69 mettent en évidence I’efficacité in vivo de
I’eugénol pour prévenir la colonisation de 1’oreille moyenne par S. aureus. En effet,
I’inoculation de la bactérie seule a pour conséquence de recouvrir totalement la muqueuse,
induisant une inflammation de cette derniére avec obstruction de la trompe d’eustache,
recouverte par un biofilm épais associé a de nombreux débris cellulaires. Inversement,
I’oreille moyenne inoculée par S. aureus en présence d’eugénol est complétement saine et non
enflammeée, sans biofilm ni débris cellulaires visibles, a I’image du témoin négatif et de
I’oreille inoculée avec du DMSO. La comptabilisation du nombre d’UFC de S. aureus montre
une diminution de 88 % de sa colonisation sur la muqueuse. Quelques bactéries ont été mises

en évidence sur les témoins, reflet de la flore normale de la muqueuse.

Figure 70 : colonisation par S. aureus de la muqueuse de I’oreille moyenne de rats. (A/B)
contréle. (C/D) inoculation de DMSO seul. (E/F) inoculation de S. aureus seul. (G/H)
inoculation de S. aureus en présence d’eugénol. (181)

D’aprés les résultats présentés sur la figure 70, nous pouvons observer sur les images
d’oreilles controles des rats (aucune inoculation (A/B) et DMSO seul (C/D)) un épithélium
cilié développé. Sur les images ou S. aureus a été inoculé seul (G/H), les débris cellulaires et
la MEC du biofilm recouvre complétement les cils. Inversement, 1’ajout d’eugénol ne permet
pas a S. aureus de produire son biofilm (G/H), 1’épithélium cilié est toujours visible, bien que
les cils semblent davantage agglomérés entre eux.

L’analyse par RT-PCR a 24, 36 et 48 heures des génes icaD (codant pour des

polysaccharides d’adhésion inter-cellulaire), sarA (codant pour un régulateur transcriptionnel
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impliqué dans la formation de biofilm) et seA (codant pour une entérotoxine) met en évidence
une diminution notable de leur expression induite par ’eugénol & la moitié de la CMI (0,02
%). L’expression d’icaD est divisée par 1,3 ; 6,1 et 3,4 respectivement a 24, 36 et 48h. Le
taux d’expression du géne seA quant a lui est divisée par 1,3 ; 12,9 et 17,8. Enfin I’expression

de sarA est divisée par 1,5 ; 8,8 et 2,9. (données non représentées)

L’altération de la membrane plasmique de S. aureus est mise en évidence par
I’augmentation d’absorption et d’adsorption du cristal violet. En effet sans traitement, S.
aureus absorbe 42 % du cristal violet, le traitement par eugénol a 0,04 et 0,08 % (=CMI et

2xCMI) induit 90 et 92 % d’absorption du cristal violet. (données non représentées)

1LOOE+10 +

LOOEA+DS -

LODE+06 +

—o—FEugenol MSSA strain
=8=Carvacrol MSSA strain
LOOE+04 —i— Eugenol +Carvacrol MSSA strain
—#—Eugenol MRSA strain
—a—Carvacrol MRSA strain
=0—Eugenol +Carvacrol MRSA strain
1.OOE+02 T r r 1
Control 0.5<MIC MIC 2xMIC

Eugenol concentration

CFU counts/ml

Figure 71 : impact de 1’association eugénol/carvacrol sur 1’éradication de biofilms préformés
de S. aureus aprées 6h de d’incubation. (181)

L’association eugénol/carvacrol présentée sur la figure 71 met en évidence un effet
synergique sur 1’éradication de biofilms préformés de S. aureus, avec un FICI inférieur a 0,5.
En effet, le traitement avec la moitié de la CMI (soit le quart de la CMEB : 0,02 %) de
I’eugénol seul entraine seulement 25 % de diminution du nombre d’UFC dans le biofilm de S.
aureus, pareillement le carvacrol a 0,01 % entraine 40 % de diminution. En revanche
I’association des 2 composés a ces concentrations entraine 99 % de diminution d’UFC, soit 2
log de diminution. De plus, 0,08 % d’eugénol associé & 0,04 % de carvacrol entrainent pres
de 7 log de réduction des UFC du biofilm. La synergie permet ainsi de diminuer par 4 la
valeur de CMEB.

Discussion :

Le potentiel de I’eugénol vis-a-vis des SARM et SASM semble vraiment trées
intéressant. Cette molécule est considérée comme sire par la FDA. (161) En somme, il permet
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a des concentrations sub-inhibitrices de diminuer la formation de biofilm, de diminuer la
colonisation in vivo, et d’altérer I’expression de génes impliqués dans la formation de
biofilms et de toxines. A des concentrations ¢gales a la CMI ou le double, I’eugénol permet
d’éradiquer des biofilms préformés, de tuer les bactéries en son sein, d’augmenter leur
perméabilité et d’altérer leur morphologie ainsi que leurs connexions inter-cellulaires.
L’augmentation de perméabilité est un aspect important dans |’association éventuelle
d’antibiotiques afin de renforcer leur action. Par ailleurs aucune différence n’a été constatée
entre les SARM et les SASM, probablement grace a la pluralit¢ des modes d’action de
I’eugénol et des HE en général. Ainsi, I’eugénol pourrait avoir toute sa place pour le contrdle
et I’éradication de biofilms impliquant S. aureus dans les otites moyennes aigues par exemple,
d’autres études ayant montré que les vapeurs d’HE étaient capables de traverser le tympan

pour aller agir sur la muqueuse de I’oreille moyenne (183).
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2.4.2.2 Etude 2 : étude des composés principaux de I'essence d’orange douce vis-a-vis de S.

aureus impliqué dans les mammites bovines. (184)

Les composés principaux de 1’essence d’orange douce (Citrus sinensis) sont testés, a

8 B
©T 9 . . . . \
= 8 | savair le linalol (20,2 %), le décanal (18 %), le citral (14,1 %) et le valencéne (5,2
= £
2 8 |w.
Les composes sont testés vis-a-vis de cellules de S. aureus ATCC 29740, isolées
depuis une mammite bovine et vis-a-vis du biofilm qui en découle.
4 expérimentations ont été effectuées a propos du biofilm :
Exp 1 : analyse de I’effet du citral et du linalol sur des biofilms préformés.
<Q
§ Exp 2 : détermination de la toxicité de ces 2 composés sur les cellules épithéliales
+—
Dij mammaires MAC-T.
Exp 3: analyse de ’effet du citral et du linalol sur I’adhérence et I’invasion des
cellules épithéliales mammaires MAC-T.
Exp 4 : analyse de la variation d’expression des génes de S. aureus impliqués dans la
formation de biofilm et d’autres facteurs de virulence.
L’éradication de biofilms préformés a été mesurée par méthode colorimétrique au
cristal violet. (153)
L’évaluation de la toxicité du linalol et du citral a ’encontre des cellules épithéliales
D a ¢ét¢ déterminée par méthode colorimétrique enzymatique a 1’aide des sels de
| -
’E tétrazolium. (157)
o
s L’effet de ces 2 composés sur 1’adhérence et I’'invasion des cellules épithéliales a été

mesuré en comptabilisant les UFC sur gélose Luria-Bertani apres 1 heure

d’incubation en présence de citral ou de linalol.

L’analyse de la variation d’expression génique a été réalisée par RT-gqPCR.

Interprétation des résultats :

Parmi les 4 composeés principaux testés, seuls le citral et le linalol sont retenus de part

leur CMI vis-a-vis des bactéries planctoniques de 0,02 % et 0,12 % respectivement. Le

décanal et le valencéne n’ont pas été retenus car méme a 2,5 %, ils ne sont pas capables

d’inhiber la croissance de S. aureus.
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Figure 72 : effet du citral et du linalol sur des biofilms préformés de S. aureus. (184)

Le graphique présenté sur la figure 72 montre que toutes les concentrations testées
induisent une diminution de la biomasse des biofilms préformés, et ceci dés la CMI de chacun
des composés. Méme si aucun des 2 composés n’entraine une éradication totale (maximum 33

% de diminution d’absorbance), le linalol semble légerement plus actif que le citral.

Az

8 1
é 075 AB A Les résultats présentés sur la figure 73 montrent
& 05 B
g 05 B ' I qu’a la fois le citral et le linalol exercent une cytotoxicité
T 0

2 "y - ~ ;= sy \ H
= O°<-*° ch-,&'” w@b‘"’ dpoé"’ envers les cellules épithéliales a toutes les concentrations

) > v . ~ -
& F testées. Seules les concentrations entrainant moins de 50
B " : .
z % de cytotoxicité relative sont conservées pour les
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[=] - by . - By - b
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. B
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Figure 73 : évaluation de la cytotoxicité relative du citral (A) et du linalol (B) a I’encontre des
cellules épithéliales mammaires MAC-T. (184)
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Figure 74 : effet du citral et du linalol sur I’adhérence (A) et I’invasion (B) des cellules

épithéliales mammaires MAC-T. (184)

Les résultats présentés sur la figure 74 montrent que toutes les concentrations testées

induisent une diminution d’adhérence et d’invasion des cellules épithéliales par S. aureus de

plus de 50 %. Le citral a 0,02 % (=CMI) entraine la plus faible diminution d’adhérence et

d’invasion (=3,6 log dans les deux cas). La concentration a 0,04 % ainsi que le linalol a 0,12

% entrainent des effets similaires : 3,8 log de diminution d’adhérence et 4 log de diminution

d’invasion.
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Figure 75 : variation d’expression des génes impliqués dans la formation du biofilm apres 24
h de croissance et aprés 24 h d’incubation en présence de citral ou linalol. Différences

statistiques (*). (184)
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Figure 76 : variation d’expression des génes impliqués dans la virulence de S. aureus 1h
apres I’infection des cellules MAC-T et 1 h encore apres traitement par citral ou linalol
Différences statistiques (*). (184)

Les variations d’expression génique présentées sur la figure 75 concernent les genes
de virulences autres que ceux codant pour la formation du biofilm. Toutes les concentrations
testées de citral (0,02 et 0,04 %) et de linalol (0,12 %) induisent une diminution d’expression
des génes concernés, bien qu’il ne semble pas y avoir de réponse dose dépendante (citral). A
propos des géenes impliqués dans la formation du biofilm présentés sur la figure 76, seul le

linalol possede un effet répresseur significatif a leur encontre.
Discussion :

Méme si les effets du linalol et du citral ne sont pas excellents, les résultats restent
néanmoins intéressants. Comme d’autres études 1’ont mis en évidence avec d’autres HE, ces
composés sont capables d’agir sur les biofilms préformés a des concentrations équivalentes a
leur CMI envers les cellules planctoniques. (166) Le facteur limitant est la toxicité observée
sur les cellules épithéliales mammaires bovines. Méme si ’essence d’orange est déclarée
comme sdre par la FDA, (161) d’autres études ont montré une toxicité importante du citral a
I’encontre de cellules de peau humaine, mais seulement a partir de 1 %. (185) Cependant,
cette toxicité in vivo sur des rats se trouve 100 fois moins importante. (185) Ainsi, le citral a
0,02 ou 0,04 % est probablement sans danger pour I’utilisation in vivo. De la méme maniére
la toxicité du linalol a été testée a I’encontre de cellules de peau humaine, (186) et on retrouve
comme dans cette présente étude, une toxicité majorée au-dela de 0,12 %. Ainsi des
concentrations inférieures seraient sans danger, mais d’autres études sont nécessaires,
notamment in vivo chez I’'Homme pour étre sdr. En ce qui concerne le mécanisme d’action, la
perturbation d’expression génique induite par le citral et le linalol peut en partie expliquer leur
effet anti-biofilm. Seul le linalol parvient a diminuer significativement 1’expression des génes
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impliqués dans la formation du biofilm tels que les génes ica (impliqués dans la production de
polysaccharides et de leur déacétylation), les génes fnb (impliqués dans [I’initiation de
formation du biofilm et de sa persistance) et les génes impliqués dans 1’adhérence des
bactéries (clfA, clfB, et ebps). Ainsi, leur sous expression contribue sans doute a I’effet anti-
biofilm. Si le citral n’agit pas significativement sur I’expression de ces génes, il agit (a 1’instar
du linalol) sur les génes impliqués dans la virulence de S. aureus en diminuant notamment
I’expression d’agrA (codant pour un régulateur transcriptionnel des génes de virulence, aussi
considéré comme le seul régulateur du QS chez S. aureus (187)), de la famille de protéines
membranaires et extracellulaires sar, de sibB (impliqué dans la virulence et la réponse au
stress cellulaire), de sirA (impliqué dans I’acquisition du fer), et enfin de shi et de spA
(impliqués dans I’échappement au systéme immunitaire). Diminuer leur expression contribue
¢également a réduire la virulence et ’intégrité du biofilm. Le linalol et le citral possédent un
intérét certain dans la lutte contre le biofilm de S. aureus en altérant en partie 1’adhérence
initiale, la colonisation et la formation de ce dernier, mais il semble nécessaire d’associer ces

molécules a d’autres afin d’augmenter 1’efficacité.
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2.4.2.3 Etude 3 : effet du cinnamaldéhyde (TC) sur la croissance du biofilm et I'expression

de sarA chez des souches de SARM. (188)

Détail du

composé

Le (trans)-cinnamaldéhyde (TC) ou aldéhyde cinnamique ou 3-phényl-prop-2-énal
est un aldéhyde aromatique, principal composé retrouvé dans les HE de canelle :
Cinnamomum zeylanicum (cannelle de Ceylan), Cinnamomum cassia (cannelle de

Chine) et Cinnamomum loureirii (canelle du Vietnam)

Protocole

6 souches cliniques de SARM (JB-01 a JB-06) ont été isolées a partir
d’expectorations, de pus, de sang, d’urine, de liquide céphalorachidien et d’ascite,

ainsi qu’une souche de référence (ATCC 25923) ont été utilisées dans cette étude.

Les CMI et CMB ont d’abord été déterminées a 1’encontre des bactéries
planctoniques des différentes souches. Puis I’effet du TC sur la viabilité et 1’activité
métabolique des biofilms a été analysé apres 24 h d’incubation a différentes
concentrations a I’encontre de jeunes biofilms préformés depuis 24 h. Des
observations microscopiques ont également été réalisées. Enfin, I’impact du TC a des

concentrations sub-inhibitrices vis-a-vis de 1’expression de sarA a été étudie.

Parametres

Les CMI ont été déterminées par dilution en milieu liquide sur microplaque, les CMB
ont été déterminées par comptabilisation des CFU sur gélose Mueller-Hinton. Est
considérée comme CMB la plus petite concentration de TC induisant la formation de

moins de 5 UFC par gélose a partir d’un bouillon a 10> UFC/mL.

L’activit¢é métabolique des cellules formant les biofilms a été déterminee par
I’utilisation des sels de tétrazolium. (157) La CMEB est définie comme la plus petite

concentration de TC induisant une absorbance inférieure a 5 % du controle.

Les observations des biofilms ont été réalisées a 1’aide d’un microscope électronique

a balayage ainsi qu’un microscope confocal a balayage LASER.

L’étude de I’expression de sarA a été réalisé par RT-PCR temps réel.

Interprétation des résultats :

Pour toutes les souches cliniques testées, la CMI du TC a leur encontre est égale a

0,125 % (v/v), excepté la souche JB-05 qui est égale a la souche standard soit 0,0625 %. En

ce qui concerne les CMB, elles sont toutes 2 a 4 fois plus élevées que les CMI. (Données non

représentées)
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Figure 77 : Effet du TC sur la viabilité du biofilm (A) et des bactéries (B) aprés 24 h
d’incubation en présence du TC sur des biofilms préformés depuis 24h. () Contrdle ; (O)
0,5CMI ; (W) CMI ; (W) 2,5 CMI; (O) 5 CMI. Différences statistiques (**) (188)

Les résultats de la figure 77 a propos de la mesure de I’activité métabolique ainsi que
la comptabilisation du nombre d’UFC dans les biofilms permet d’affirmer que toutes les
concentrations testées de cinnamaldéhyde (de 0,031 a 0,625 %) permettent de diminuer de
fagon significative la viabilité et le nombre de cellules dans le biofilm, et ceci de fagon
concentration dépendante. De plus les concentrations a 5 CMI sont capables d’éradiquer les

biofilms formés, et correspondent donc aux CMEB vis-a-vis des différentes souches.
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Figure 78 : images en microscopie électronique a balayage (x3000) de la souche JB-01 et de
son biofilm en 1’absence de traitement (A) et aprés 24 h d’incubation en présence de TC a
0,0625 % (B) ; 0,125 % (C) ; 0,313 % (D) et 0,625 % (E). (188)

L’observation microscopique présentée sur la figure 78 met en évidence sur le biofilm
contréle (agé alors de 48 heures) une architecture tri-dimensionnelle complexe, composée de
colonies formant des couches de taille et densité variables. Le nombre et la taille de ces
colonies diminuent proportionnellement aux doses de TC utilisées, jusqu’a la présence isolée

de bactéries seules sur le substrat a haute concentration.

Figure 79 : images au microscope confocal a balayage LASER (x400) de biofilm de S. aureus
apres 24 h d’incubation en I’absence (A) ou en présence de TC a 0,0625 % (B) ; 0,125 %
(C);0,313% (D) et 0,625 % (E). (188)

Cette autre observation microscopique présentee sur la figure 79 met en évidence la variété de

structure et d’épaisseur du biofilm de S. aureus. Lorsque les concentrations de TC
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augmentent, le biofilm devient de moins en moins épais avec seulement quelques rares

microcolonies apres 24 h d’incubation en présence de 5 CMI de TC.

Figure 80 : effet de concentrations sub-inhibitrices de TC aprés 24 h d’incubation sur
I’expression de sar A chez S. aureus. (H) contréle ; (O) TC a 0,5 CMI. Différences
statistiques (**). (188)

Les résultats issus de la figure 80 montrent qu’a 1’exception des souches JB-05 et JB-
06, le TC a la CMI/2 entraine une diminution d’expression de sarA chez toutes les souches
étudiées. Les résultats sont en revanche assez variés selon les souches, en effet, si le TC induit
130 a 140 fois moins d’expression de sarA chez JB-01 et JB-03, il n’entraine pas de variation

significative chez JB-05, et induit par contre une augmentation significative chez JB-06.
Discussion :

Cette étude permet donc de mettre en évidence le potentiel du cinnamaldéhyde a
I’encontre de jeunes biofilms préformés de S. aureus. L’inhibition de croissance et méme
I’éradication des biofilms des différentes souches de S. aureus semble étre dose dépendant et
survient dés la concentration du TC & 0,5 CMI. Un des mécanismes d’action du TC peut étre
du a I’inhibition de I’expression de sarA, qui code pour un régulateur transcriptionnel de plus
de 120 genes, dont le gene bap. (189) Ce dernier code pour la protéine Bap, associée a la
paroi cellulaire, impliquée dans la formation de biofilms, qui permet méme chez des mutants
du locus icaADBC (codant pour des enzymes synthétisants des polysaccharides servant a
I’adhésion inter-cellulaire) de former des biofilms sans les polysaccharides. (190) De part son
role pivot, I’inhibition de sarA est une cible trés intéressante. Cependant, cette étude montre
que I’inhibition de sarA par le TC n’a pas lieu chez toutes les souches de S. aureus, pourtant
I’effet anti-biofilm du TC est homogéne entre les diverses souches, ce qui prouve que d’autres
mécanismes d’action du TC existent, et que I’inhibition de sarA jouerait un réle plus
important dans I’inhibition de formation de biofilms plutdt que dans 1’éradication de biofilms
préeformés. A I’'image de I’eugénol qui inhibe a des concentrations sub-inhibitrices
I’expression de sarA, icaD ou encore seA, (181) le TC agirait probablement sur 1’expression
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d’autres génes non étudies ici. De plus, des concentrations sub-inhibitrices de TC sont
effectives a ’encontre des biofilms de S. aureus, (a I’instar des biofilms d’E. coli (158,160))
et cela est intéressant dans le sens ou I’utilisation de concentrations supérieures ou égales aux
CMI des HE ou composes principaux sont parfois élevées, et ne sont pas toujours tolérables
pour I’organisme. Bien que le TC soit considéré comme sdr par la FDA (161), n’ayant pas de
toxicité a des concentrations inférieures a 1,5 % vis-a-vis des cellules épithéliales vésicales
(158), il n’est pour autant pas dénue de toxicité (hépatotoxicité entre autres...) et sa toxicité
n’est certainement a ce jour pas completement établie, ainsi les concentrations les plus faibles
seront probablement les mieux tolérées. En somme, autant chez E. coli que chez S. aureus, le
cinnamaldéhyde représente une molécule d’intérét majeur dans la lutte a la fois contre la
formation des biofilms mais également vis-a-vis des biofilms préformés. (158,160) Les doses
nécessaires pour éradiquer un biofilm préformé d’E. coli semblent plus élevées que chez S.
aureus puisqu’apres 24 h d’incubation, 0,625 % de TC permet d’éradiquer totalement le
biofilm de S. aureus, alors que chez E. coli, 1,5 % de TC est nécessaire, ce qui suit
I’hypothese a laquelle les bactéries & Gram négatif sont moins sensibles que les bactéries a

Gram positif.

139

DUPIN
(CC BY-NC-ND 2.0)



2.5 Etude sur un exemple de levure : Candida albicans

2.5.1 Généralités a propos de C. albicans et de son biofilm

Candida albicans est une levure polymorphe aérobie, dépourvue de capsule et de
pigmentation, appartenant a la flore commensale du tube digestif, de la muqueuse vaginale,
ainsi que de la peau chez I’Homme et d’autres especes homéothermes. (191) Elle est un des
rares champignons susceptible d’étre pathogéne pour ’Homme. Chez les individus sains
immunitairement, elle est la plupart du temps inoffensive, sa présence est maintenue
constamment en balance avec les autres microorganismes de la flore commensale. (192)
Cependant, toute altération de la flore commensale (traitement antibiotique), du systeme
immunitaire (immunodépression, stress...) ou modification de [’environnement (pH,
nutriments...) peut permettre a C. albicans de devenir pathogene. Ces infections peuvent
simplement aller de la mycose superficielle a la candidose systémique a ’origine de prés de
40 % de mortalité dans certains cas. (192) La pathogénicité de C. albicans est en partie due a
son biofilm. En effet, cette levure polymorphe est capable d’adopter 3 formes cellulaires : la
forme blastospore ronde, la forme pseudomycélium allongée, et la forme mycélium vraie
filamenteuse. (191) La formation du biofilm passe effectivement par ces 3 formes : la forme
sphérique de la levure adhere dans un premier temps a la surface, puis prolifére pour former
une couche basale, et ensuite survient la formation des tubes germinatifs a 1’origine du
mycelium avec en parallele la production de la MEC. (192) Une fois formé sur une surface
(muqueuse ou dispositif médical) le biofilm de C. albicans peut étre a I’origine de
dissémination systémique grave. Il est ainsi estimé que les infections a biofilms causées par C.
albicans sur cathéter surviennent dans plus de 50 % des cas d’implantation de cathéter
veineux centraux aux USA, a l’origine de 100 000 morts et 6,5 milliards de dollars de

dépense, annuellement. (192)

140

DUPIN
(CC BY-NC-ND 2.0)



2.5.2 Etude d’HE potentiellement intéressantes contre son biofilm

2.5.2.1 Etude 1: étude de l'effet du linalol vis-a-vis du biofilm de C. albicans. (193)

Le linalol (3,7-diméthyl-1,6-octadiene-3-ol) est un alcool terpénique retrouvé dans de

> D
o} (72)
= é. nombreuses plantes aromatiques telles que la lavande vraie (Lavandula angustifolia)
A 8 | ou encore la bergamote (Citrus bergamia).
La souche de référence de C. albicans ATCC 14053 a été utilisée durant cette étude.
5 expérimentations ont été menées :
Exp 1 : Détermination de la CMI afin d’utiliser ensuite des CSI.
% Exp 2 : analyse de la cinétique de I’effet fongicide
o
+—
nij Exp 3 : étude de I’inhibition de formation du tube germinatif
EXp 4 : analyse de I’inhibition de formation du biofilm et de I’intégrité¢ de biofilms
préformes et visualisation microscopique
Exp 5 : étude de la variation d’expression génique.
La détermination de la CMI a été réalisée par dilution en milieu liquide sur
microplaque. La CMI correspond a la plus petite concentration inhibant une
croissance visible aprés 48 h d’incubation a 35°C. La concentration minimale
fongicide (CMF) est définie comme la plus petite concentration en linalol inhibant la
croissance des levures sur gélose YPD (Yeast Peptone Dextrose).
La cinétique de 1’effet fongicide a été déterminée apres incubation pendant 0,5 ; 1 ;
S 2;4;8; 24 h en comptabilisant les UFC apres 48 h de culture sur gélose YPD a
1= 35°C.
o
o
a

L’inhibition du tube germinatif a été visualisée par microscope optique apres 3h

d’incubation des levures en présence de linalol.

L’¢étude de la quantité de biofilm a été réalisée avec la méthode semi quantitative
colorimétrique aux sels de tétrazolium. (194) L’observation du biofilm a été réalisée

a I’aide d’un microscope électronique a balayage JEOL JSM-7600F.

La variation d’expression génique a été mesurée par RTq-PCR.
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Interprétation des résultats :

Les valeurs de CMI et de CMF du linalol envers la forme planctonique de C. albicans sont
équivalentes a 8 mM (= 0,14 % v/v). Ceci suggére que le linalol exerce davantage un effet

fongicide plutot que fongistatique contre cette levure.

La figure 81 met en évidence un effet

fongicide conséquent du linalol a 8 mM

puisqu’aprés 1h d’incubation, une

-
o £ Lo N
S 7 diminution de pres de 6 log UFC est
29 .
A observée alors que la CMF de
o
= I’amphotéricine B apres 24h

d’incubation entraine une diminution

* e
0 4 8 12 16 20 o4 d'apeine2logUFC.

Incubation time (h)

Figure 81 : cinétique de I’effet fongicide du linalol vis-a-vis de C. albicans. (x) contréle ; (A)
linalol 4 mM ; (e) linalol 8 mM ; (o) amphotéricine B 0,5 pg/mL ; (A) amphotéricine B 0,25
pg/mL. (193)
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Figure 82 : effet inhibiteur du linalol sur la formation de tube germinatif. MC : contrdle
milieu ; SC contréle solvant. (193)

Le graphique présenté sur la figure 82 montre le potentiel du linalol dans I’inhibition du tube
germinatif a des CSI aprés 3 h d’incubation. En effet environ 70 a 80 % des levures forment
un tube germinatif dans les 2 contrdles, alors que le linalol inhibe cela de fagon dose

dépendante jusqu’a complétement inhiber la germination a partir du quart de la CMI (2 mM).
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Figure 83 : effet du linalol sur la formation du biofilm 1h apres I’adhésion (A), et sur des
biofilms préformés depuis 24h (B). (193)

Les résultats de la figure 83 prouvent que le linalol est capable également d’inhiber totalement

la formation du biofilm a la CMI/2. Méme si I’inhibition du biofilm préformé n’est pas totale

aux concentrations testées, a 16 mM, environ 85 % du biofilm est tout de méme d’inhibé.

Figure 84 : observation au microscope électronique a balayage x500. (A) image contrdle d’un
biofilm de 24h. (B) Effet du linalol a 4 mM ajouté 1h aprés I’adhérence et incubation pendant
24h. (C) image controle d’un biofilm de 48h. (D) Effet du linalol @ 16 mM sur un biofilm
préformé depuis 24h et incubation pendant 24h. (193)
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Les images contrle A et C de la figure 84 en I’absence de linalol mettent en évidence un
biofilm dense, tridimensionnel, uniforme et homogene composé de nombreuses levures
filamenteuses. Durant la formation du biofilm en présence de linalol, nous observons sur
I’image B de la figure 84 que beaucoup moins de cellules filamentent, ces derniéres étant
dispersées et ne formant que peu de structure tridimensionnelle. Vis-a-vis du biofilm mature,
le linalol induit également une diminution du nombre de levures filamenteuses sur I’image D

de la figure 84, le biofilm semble davantage compact, hétérogene et beaucoup moins

i
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Figure 85 : expression relative des ARNm. Genes impliqués dans les voies de signaux de
transduction des génes spécifiques des hyphes (A). Genes d’adhésines de surface (B). Génes
impliqués dans la formation et la maintenance des hyphes (C). (l) 0,25 mM linalol ; (@) 1
mM linalol ; (O0) 4 mM linalol. (193)

Les résultats d’analyse d’une partie du transcriptome présentés sur la figure 85 permettent de
mettre en évidence une répression importante des genes d’adhésines de surface (HWP1 et
ALS3) par le linalol a 0,25 et 0,5 mM de facon dose dépendante. Les génes impliqués dans la
formation et la maintenance des hyphes (EED1, UME6, HGC1) sont également réprimés de
facon similaire. L’expression de ces catégories de genes dépend en amont de voies de
signalisation telles que la voie MAPK (RAS1, CST20, HST7 et CPH1) et la voie de la
protéine kinase AMPc dépendante (RAS1, CYR1 et EFG1) qui sont globalement toutes les 2

réprimees par le linalol, surtout a 4 mM.
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En somme ces résultats montrent que le linalol altére possiblement la formation de biofilm en
réduisant le taux d’adhésines, en interférant avec la formation des hyphes par perturbation des

voies PKA-AMPc et MAPK, et en perturbant la maintenance des hyphes.
Discussion :

Cette étude confirme le potentiel du linalol dans la lutte contre les biofilms de
plusieurs espéces puisqu’il est actif vis-a-vis du biofilm d’E. coli, de S. aureus et comme nous
venons de le voir de C. albicans. C’est finalement C. albicans qui semble étre le plus sensible
au linalol puisque 4 mM (= 0,07 % v/v) permet d’inhiber totalement la formation du biofilm
alors que chez E. coli, 0,15 % (v/v) ne permet d’inhiber que de 69 % sa formation. (165) De
plus, 16 mM (= 0,29 % v/v) permet d’inhiber 85 % du biofilm préétabli de C. albicans, alors
que 0,48 % de linalol ne permet d’inhiber que 34 % du biofilm préformé par S. aureus. (184)
Chez C. albicans, le linalol semble agir a de multiples niveaux, en inhibant d’une part
I’expression de certaines adhésines ce qui prévient I’adhésion des levures, et également en
inhibant la formation de tube germinatif via la perturbation des voies de signalisation MAPK
et PKA-AMPc. En effet, I’emploi de levures mutées ne formant pas d’hyphes conduit a la
formation de biofilms anormaux, fins, denses et facilement détachables de la surface. (195)
L’inhibition de formation de tube germinatif est d’autant plus intéressante qu’en plus
d’inhiber la formation de biofilm, ceci semble suffisant pour traiter les candidoses
systémiques. (196) Par ailleurs, d’autres mécanismes d’actions existent puisque le linalol
permet d’agir sur le biofilm préformé de C. albicans, et ceci avec des concentrations égales ou
Iégerement supérieures a la CMI puisque 2 CMI (0,28 % v/v) permet de diminuer de 85 % le
biofilm existant. Certaines études vis-a-vis des cellules planctoniques ont montré que le
linalol perturbait 1’intégrité de la membrane cellulaire en altérant la production de I’ergostérol,
ainsi qu’en perturbant les processus enzymatiques. (197). Quant a sa sécurité, le linalol est un
composé généralement reconnu comme sdr par la FDA, (161) ainsi que par le comité d’expert
sur les additifs alimentaires, (198) dont I’utilisation est largement répandue a travers le

monde. Son utilisation a I’encontre de C. albicans est donc tout a fait envisageable.
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2.5.2.2 Etude 2 : étude de I'effet de I'HE de tea tree aux CSI sur I'adhésion et la formation de

biofilm par C. albicans. (175)

Détail de

I’HE

L’HE de tea tree est composée principalement ici de terpinene-4-ol (42,4 %), de vy-
terpinéne (20,1 %), d’a-terpinene (9,0 %), de 1,8-cineole (3,7 %), de terpinoléne (3,2
%), de para-cymeéne (3,1 %) et d’a-terpineol (3,1 %).

Protocole

Cette étude porte sur 3 souches de référence de C. albicans : ATCC 10231, 90028,
90029 ainsi que sur 25 souches cliniques. 5 expérimentations ont été menees :

Exp 1 : détermination des CMI
Exp 2 : évaluation de la toxicité de I’HE vis-a-vis de cellules épithéliales humaines.

Exp 3: évaluation de l’effet de I’HE sur la formation de biofilm aprés 24h

d’incubation a 35°C

Exp 4 : évaluation de I’adhésion des levures en présence d’HE de tea tree sur le

polystyréne et des cellules épithéliales aprés 90 minutes d’incubation

Exp 5 : étude de I’hydrophobicité de surface en présence d’HE

Parameétres

Les auteurs ont déterminé les CMI a D’encontre des levures planctoniques par

méthode de dilution en milieu liquide.

Le test de cytoxicité vise a déterminer les plus petites concentrations entrainant moins
de 10 % de mort cellulaire vis-a-vis de cellules épithéliales buccales humaines, de
cellules HeLa (cellules humaines d’adénocarcinome é€pithélial de col utérin) et A549

(cellules d’adénocarcinome épithélial de poumon humain).

La formation et I’activité du biofilm a été mesurée par 2 méthodes colorimétriques :
au cristal violet et en mesurant 1’activité métabolique des cellules a I’intérieur avec

les sels de tétrazolium. (153,194)

L’adhésion des levures sur le polystyréne a été mesurée par méthode colorimétrique
au cristal violet, ’adhésion sur les cellules épithéliales a été mesurée par cytométrie

en flux a I’aide du colorant FUNI.

L’étude de I’hydrophobicité de surface a également été mesurée par cytométrie en

flux a I’aide de microsphere fluorescente de 0,8 um.
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Interprétation des résultats :

Les valeurs de CMI a I’encontre des levures planctoniques des 28 souches vont de
0,254 0,5 % (v/v d’HE de tea tree). Les CSI inférieures a 0,25 % sont alors analysees. Quant
a la cytotoxicité vis-a-vis des cellules épithéliales humaines, les concentrations maximales
d’HE de tea tree engendrant moins de 10 % de mort cellulaire sont de 0,031 % vis-a-vis des

cellules épithéliales buccales, et de 0,062 % vis-a-vis-a-vis des cellules HeLa et A549.

Tableau 6 : formation relative du biofilm par C. albicans en présence d’HE de tea tree
quantifiée par la méthode au cristal violet (CV) ou aux sels de tétrazolium (XTT). (175)

Relative biofilm formed in the presence of TTO (% v/v) at:

[solate Stain 0 0.016 0.031 0.062 0.125 0.25
ATCC 10231 XTT 1.00 £ 0.00 0,47 =0.20# 0.39*=0.16% 0.22=0.07% 0.06 = 0.04#% 0.03 =0.04%
cv 1.00 =0.00 0.45=0.09 060034 064 =097 0.27x043 —0.04 =0.26t
ATCC 90028 XTT 1.00 =0.00 0.58 £0.27* 056 =0.20% 0.30=0.10% (.10 £ 0.07* 0.04 =0.02%
cv 1.00 £ 0.00 0.63£0.29 0.36=0.14 035037 044 +0.78 0.03 =010+
ATCC 90029 XTT 1.00 =0.00 058 £0.13* 047=0.14% 026013 (.05 £ 0.03+ 0.01 =0.02*
cv 1.00 =0.00 0.60=0.16 049=0.26 0.31 = 0.10° 004 =011* —0.04 0,18+
137442] XTT 1.00 £ 0.00 0.50+0.22+ 0.23 =0.10% 0.08 = 0.05% 0.03 x0.02# 0.09 =008+
cv 1.00 =0.00 0.27£0.13* 0.00 = 0.04# 003 =001# (.01 x0.01* 0.03 =0.02*
137645E XTT 1.00 = 0.00 0.87=0.04 0.71 = 0.16% 058 =0.18+% 0.31 +0.05+ 0.14 +0.14%
cv 1.00 £ 0.00 0.89+0.22 048 0,15 045=0.22 0.96 +0.57 0.25+0.22
142457X XTT 1.00 =0.00 0.04=0.17 0.78 =0.18° 055=011# (.20 = 0.08* 0.12=0.05*
cv 1.00 = 0.00 0.75+0.43 039 +0.09* 041 =019 018 +0.07# 0.17 =020+
147168E XTT 1.00 = 0.00 0.62 +0.23 0.60 +0.24% 037 =0.15% 0.12 + 0.06+ 0.05 = 0.04+
cv 1.00 =0.00 0540277 047 +0.24% 035=20.13# 0.11 £ 0.08+ 0.17=0.33*
FF215 XTT 1.00 = 0.00 0.53 +0.29¢ 0.32+0.31# 015 =0.15% 0.05 + 0.05+ 0.14 =019+
cv 1.00 = 0.00 021 =0.10¢ 0.09 =0.09% 0.04 = 0.04% 0.02+0.01# 0.06 = 0.08+
KE216 XTT 1.00 =0.00 0.63 =023 048 =033 0352028 I3 £0.13* 008 =0.13*
cv 1.00 = 0.00 0.34+0.20# 0.14 =0.09% 0.05 = 0.02#% 0.02+0.01# 0.00=0.01#
LLO3] XTT 1.00 = 0.00 0.67+0.21 0.63 +0.25% 0.52 +0.29 0.21 +0.22# 0.05 =007+
cv 1.00 = 0.00 0.64 +0.40° 034 +0.18% 0.40 = 0.08#% 0.15 + 0.009+ 0.02 +0.05+

D’apres les résultats du tableau 6, nous pouvons voir que la formation de biofilm est affectée
par 'HE de tea tree chez toutes les souches testées a au moins une CSI. Lorsque la
quantification par la méthode des sels de tétrazolium est utilisée, 70 % des souches testées
forment moins de biofilm en présence de la plus petite concentration testée (0,016 %), et 100
% des souches produisent moins de biofilm en présence de 0,031 % d’HE de tea tree (22 a 77
% d’inhibition). En utilisant la méthode au Cristal Violet, seulement 50 % des souches
forment moins de biofilm en présence de 0,016 % de tea tree, et a 0,25 % de tea tree, la

formation de biofilm chez toutes les souches n’est pas diminuée de fagon significative.
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Tableau 7 : adhésion relative de C. albicans au polystyréne en présence d’HE de tea tree
quantifie par le cristal violet. (175)

Relative adhesion® in the presence of TTO (% viv) at:

Isolate 0 0.008 0.016 0.031 0.062 0.125 0.25
ATCC 10231 1.00 = 0.00 0.66 + 0224 0.67 + 0.084 0.54+ 0.16% 046+ 0.20% 033+0.14% 0.28+0.11%
4047 1.00 = 0.00 0.79+0.25 0.78 +0.28 0.82+0.29 0.67+0.28 0.56+0.32 0.43 =027+
1375481 1.00 = 0.00 0.83+0.23 0.72+0.26 0.54+ 023+ 035+0.12% 024+ 0.10% 0.27+0.15%
142455R 1.00 = 0.00 0.95 + 0,02 0.85 +0.21 0.75+0.12 0.61 = 0.16% 034+ 0.00% 0,29+ 0.14%
142629] 1.00 = 0.00 0.92+ 034 0.79+0.30 0.67+0.26 043 +0.23% 039+ 0.20% 0.41 =033+
1426361 1.00 = 0.00 0.95 +0.26 086+ 0.30 0.61+030 041 +0.24% 0.27+0.20% 039+ 0.30%
147131G 1.00 = 0.00 1.02+0.28 0,89 +0.36 055+ 0.17¢ 051 =0.16% 041=0.14% 046 +0.224

Les résultats du tableau 7 montrent que I’adhésion sur polystyrene de toutes les souches
testées est inhibée en partie en présence de 0,25 % de tea tree (54 a 73 % d’inhibition) et 6
souches sur 7 exercent moins d’adhérence en présence de 0,062 et 0,125 % d’HE de tea tree
(44 2 76 % d’inhibition).

L’inhibition de I’adhésion sur les cellules humaines est plus mitigée. L’HE de tea tree permet
de diminuer de 44 % I’adhésion de la souche de référence ATCC 10231 sur les cellules
épithéliales buccales en présence de 0,016 % de tea tree mais une concentration 4 fois
supérieure est nécessaire pour observer une diminution d’adhésion sur les cellules HeLa (73
% d’inhibition), et aucune inhibition d’adhésion n’a lieu sur les cellules A549. Vis-a-vis des 2
souches cliniques testées (4047 et 137548L), a 0,016 % I’HE de tea tree ne permet de
diminuer significativement que de 25 % I’adhésion d’une des deux souches, la diminution de
I’autre souche n’étant pas significative. Les auteurs ont également testé I’effet de ’'HE de tea
tree pendant 90 minutes sur des levures pré adhérentes pendant 1h sur les cellules Hela. La
encore, & 0,062 % I’HE de tea tree engendre une diminution de 1’adhésion de C. albicans (45

% d’inhibition). (Données non présentées)
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Figure 86 : hydrophobicité relative de surface aprés différents temps de contact en présence
d’HE de tea trea. (A) C. albicans ATCC 10231 ; (B) C. albicans 137548L. (175)
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Les résultats présentés sur la figure 86 montrent qu’apres 4 h d’incubation une diminution de
I’hydrophobicité de surface chez les 2 souches testées uniquement en présence de 0,125 %
d’HE de tea tree. La diminution d’hydrophobicité de surface survient dés une heure
d’incubation chez C. albicans ATCC 10231 (Fig. 90, A) mais la différence n’est pas
significative aprés 2h. En revanche la différence est significative apreés 2h d’incubation chez

C. albicans 137548L.
Discussion :

D’aprés cette étude qui met en avant des résultats quelque peu différents selon les
souches testées, nous pouvons dire que le tea tree en plus de son action sur le biofilm des
bactéries (163) agit sur celui de C. albicans en diminuant la formation de biofilm, en réduisant
I’adhésion a la fois sur polystyréene et sur cellules épithéliales ainsi qu’en diminuant
I’hydrophobicité de surface, tout cela avec des concentrations bien inférieures aux CMI.
L’adhésion est médiée par des processus non spécifiques (telle que 1’hydrophobicité de
surface, les forces de Van der Waals) ou spécifiques (telles que les interactions récepteur
ligand). (199) Le fait que la diminution d’hydrophobicité de surface ne survienne qu’en
présence des plus hautes concentrations d’HE de tea tree alors que I’inhibition d’adhésion
survient a des concentrations bien plus faibles, signifie que la diminution de I’hydrophobicité
ne joue qu’un rdle mineur, et que d’autres facteurs interviennent avec notamment 1’inhibition
de certaines adhésines ou encore la formation de tube germinatif comme c’est le cas avec le
linalol. (193) En effet d’autres études ont montré 100 % d’inhibition de formation du tube
germinatif en présence de 0,125 % d’HE de tea tree. (200)

Cette étude met, en revanche, en avant les différences de mesure du biofilm que 1’on peut
avoir selon la technique utilisée. En effet ’emploi des sels de tétrazolium se base sur I’activité
métabolique du biofilm, mais comme nous I’avons vu précédemment, de nombreuses cellules
adoptent un état de dormance au sein du biofilm au fur et a mesure que le biofilm vieillit et
expriment donc une activité métabolique réduite ce qui peut conduire a une sous estimation de
la quantité de biofilm. La méthode au cristal violet, elle, se fait par I’adsorption passive du
cristal violet sur les cellules métaboliquement actives ou non et sur la MEC. Selon les études,
ces 2 méthodes ne sont pas toujours bien corrélées.

Enfin, bien que 'utilisation d’HE de tea tree en concentration inféricure ou égale a 0,031 %
semble sdre, peu d’études se penchent sur la toxicité de I’HE de tea tree, les données actuelles

sont néanmoins rassurantes a faibles doses. (200)
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2.5.2.3 Etude 3 : étude de I'hinokitiol vis-a-vis de la formation de biofilm par des souches

de C. albicans résistantes ou non au fluconazole. (201)

Détail du

composé

L’hinokitiol, aussi connu sous le nom de B-thujaplicine est un composé aromatique
dont le noyau contient 7 atomes de carbone. Cette molécule est retrouvée dans ’'HE
de certaines espéces de la famille des Cupressaceae dont le cyprés du Japon

(Chamaecyparis obtusa).

Protocole

3 souches de C. albicans ont été utilisées : ATCC 90028, 90029 dont une souche
résistante au fluconazole KCMF 20017. 4 expérimentations distinctes ont été

menees :
Exp 1 : Détermination de la CMI de 1’hinokitiol

Exp 2 : Effet de I’hinokitiol a 37°C pendant 24h sur la formation de biofilm ainsi que

sur des biofilms préformes depuis 24h et visualisation au MEB.

Exp 3 : évaluation de la cytotoxicité vis-a-vis de cellules souches de moelle osseuse

humaine.

Exp 4 : étude de la variation d’expression de certains geénes en présence d hinokitiol

Parametres

La CMI a été déterminée par dilution en milieu liquide sur microplaque, elle est
définie comme la plus petite concentration d’hinokitiol diminuant de minimum 50 %

I’absorbance comparée au contrdle.

La formation du biofilm a été mesurée par méthode colorimétrique aux sels de
tétrazolium. (194) LA CMI du biofilm correspond a la plus petite concentration

inhibant au minimum 50 % de I’activité métabolique.

La viabilité des cellules souches a également été étudiée via la réduction des sels de
tétrazolium. (157)

La variation d’expression génique a été mesurée par RT-PCR en temps réel sur les
ARNmM.

Interprétation des résultats :

La CMI déduite de I’hinokitiol envers les formes planctoniques de C. albicans (ATCC

90028) est de 1,6 ug.mL™. Elle est comparable & la CMI du fluconazole (2,5 pg.mL™). Les

auteurs ont également testé les CMI de 8 autres terpenes qui possédent une activité 120 a
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2000 fois plus faible que I’hinokitiol (thymol, géraniol, citral, carvacrol, menthol, eugénol,

linalol et camphre selon leur action décroissante).

Concernant le biofilm, la concentration & 3,1 ug.mL™ d’hinokitiol permet d’inhiber
chez les 3 souches de Candida albicans plus de 50 % de I’activité métabolique du biofilm en
croissance. Selon 1’auteur cette valeur correspond donc a la CMI d’inhibition de la formation
du biofilm. Vis-a-vis des biofilms préformés, des concentrations bien supérieures sont
nécessaires pour obtenir le méme effet : en effet il faut 200 ug.mL™ d’hinokitiol pour inhiber
I’activité métabolique de plus de 50 % du biofilm préformé depuis 24 h de C. albicans KCMF
20017, et 400 pg.mL™ pour les deux autres souches, soit 65 et 130 fois plus d’hinokitiol

respectivement.

Figure 87 : images au MEB x500. Formation de biofilm en 1’absence d’hinokitiol (A/C) et en
présence d’hinokitiol a 3,1 ug.mL™ (B/D) chez C. albicans sensible au fluconazole (A/B) ou
résistant au fluconazole (C/D). (201)

L’observation microscopique présentée sur la figure 87 confirme les données obtenues
avec les sels de tétrazolium. En effet en 1’absence d’hinokitiol, C. albicans forme un biofilm
tridimensionnel composé de plusieurs couches de levures, dont un certain nombre filamentent.
L’hinokitiol a pour effet aprés 24 h d’incubation, d’inhiber totalement la formation de

filaments, le biofilm étant constitué d’une monocouche de levures relativement dispersées.
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Aucune différence de sensibilité n’est constatée entre les souches résistantes ou sensibles au

fluconazole.

100 A
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Figure 88 : Effet de I’hinokitiol, du fluconazole et des 8 terpénes sur la viabilité des cellules
souches humaines aprés 48 h d’incubation de ces derniéres en présence d’une concentration
égale a la CMI de chacun des composés sur les levures planctoniques. (201)

Le test de cytotoxicité présenté sur la figure 88 montre que ’hinokitiol (3 1,6 pg.mL™), au
méme titre que le fluconazole (2,5 pg.mL 1) posséde une faible activité cytotoxique puisqu’ils
entrainent a peine 10 % de perte de viabilité des cellules souches alors que tous les terpenes
entrainent au minimum 67 % de mort cellulaire.
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Figure 89 : effet de I’hinokitiol & 0,8 pug.mL™" sur I’expression de génes associés a la
formation d’hyphes chez C. albicans. (201)
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D’apres les résultats exposés sur la figure 89, I’inhibition de formation du biofilm pourrait en
partie étre due a I’inhibition de 1’adhésion (HWP1 et ALS3 codant pour des adhésines de
surface), de la formation d’hyphes et de leur maintenance (UMEG6 et HGC1), et également de
la voie de la protéine kinase AMPc dépendante, méme si EFG1 n’est pas affecté, ses

régulateurs en amont (RAS1 et CYR1) sont sous exprimes.
Discussion :

Cette étude met en avant I’hinokitiol, un composé relativement peu connu. D’aprés
son mode d’action étudié ici, il semble posséder des mécanismes d’actions communs avec le
linalol. (193) Si I’hinokitiol est en revanche capable d’inhiber la formation du biofilm de C.
albicans a de trés faibles concentrations : 3,1 pg.mL™ (environ 0,00027 %), les concentrations
nécessaires pour inhiber plus de 50 % d’un biofilm préformé sont 65 a 130 fois plus élevées,
alors que le linalol est capable d’inhiber 85 % d’un biofilm préformé avec seulement des
concentrations 4 a 5 fois plus élevées par rapport a sa propre CMI. (193) Cela reste valable
également lorsque le linalol est étudié chez les bactéries ou a 2 CMI, il est capable d’inhiber
35 % de biofilm préformé de S. aureus. (184) Plus généralement, les HE et leurs composés
ont tendance a étre actifs sur les biofilms préformés avec des concentrations supérieures aux
CMI des cellules planctoniques certes, mais plutdt 2 a 5 fois supérieure que 65 a 130 fois
plus. (143) Si I’hinokitiol semble slr & de trés faibles concentrations, il n’est pas assuré que
des concentrations 130 fois plus élevées, nécessaires pour inhiber des biofilms préformés,
soient dénuées de toxicité. Ainsi I’hinokitiol semble intéressant dans la lutte contre les
biofilms mais sont intérét serait davantage porté sur la prévention de la formation de biofilm

de C. albicans.
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2.6 Discussion de I’ensemble des résultats :

L’ensemble des résultats de ces études mettent en avant le potentiel que possédent les
HE ainsi que leurs composés principaux dans la lutte contre les biofilms, Ia ou certains
antibiotiques classiques sont totalement inefficaces a 1’encontre de ce mode de vie. (202) Bien
que cela ne représente qu’un faible échantillonnage en termes d’HE, de composés et
d’especes testés, les résultats sont tres prometteurs. A la différence des antibiotiques, et
lorsqu’ils sont étudiés, les mécanismes d’actions des HE envers les biofilms sont multiples et

variés :

e Modification de I’hydrophobicité de surface des germes.

e Diminution de I’adhérence par inhibition compétitive des pili.

¢ Inhibition de la formation et de la maintenance de tube germinatif chez C. albicans

e Altération non spécifique des bicouches lipidiques.

e Répression de I’expression de certains geénes et diminution de synthese de
protéines, de polysaccharides, d’ATP, du biofilm en général etc...

e Inhibition compétitives d’enzymes, de régulateurs transcriptionnels...

e Inhibition de sécrétion d’enzymes extracellulaires

e Inhibition de voies de communication intra-cellulaires (MAPK, protéine kinase
AMPc...)

e Perturbation du QS.

Plusieurs nuances sont cependant a apporter. Tout d’abord, les HE sont des solutions trés
complexes, avec parfois plusieurs centaines de composés, (140) qui varient fortement en
proportions selon la partie de la plante utilisée, son stade de développement, le biotope sur
lequel la plante s’est développée, 1’ensoleillement, son géenome, etc... ce qui peut en partie
expliquer des résultats parfois disparates entre certaines études, bien que les protocoles
expérimentaux puissent également en étre la cause. (163) De plus, les résultats peuvent étre
contradictoires selon les souches d’une méme espéce. (149,203) Il est parfois observé un effet
paradoxal d’induction de formation de biofilm chez certaines souches. C’est le cas du TC
chez certaines souches de S. aureus (ATCC 6538 ainsi que 2 souches cliniques) ou encore de
I’alpha-pinene, de 1’acétate de géranyl, du limoneéne, du 1,8-cinéol et du linalol a ’encontre de

L. monocytogenes ATCC 19111, méme si cela reste relativement peu fréquent. (170,204)
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L’activité des HE quant a elle, est multi-factorielle. En effet, les propriétés antimicrobiennes
de nombreux terpénes vis-a-vis des formes planctoniques semblent dépendre non seulement
de leurs caractéristiques moléculaires (realisation de liaisons hydrogenes par exemple), mais
aussi de leur poids moléculaire, ainsi que de 1’espéce ciblée (notamment a Gram positif ou
négatif). (143)

De telle sorte, les molécules de petite taille capable de donner ou accepter des doublets
d’¢électrons impliqués dans des liaisons hydrogéne semblent plus aptes a inhiber les bactéries a

Gram négatif, la membrane externe de ces bactéries expliquant en partie cela. (143)

Concernant les bactéries a Gram positif, le facteur le plus important étant probablement la
capacité des molécules a étre donneuses de liaisons hydrogene, bien plus que la taille
moléculaire. Néanmoins, la capacité a accepter des liaisons hydrogénes, la proportion de
substituants hydrophobes ainsi que la polarité sont également importants. (143) En réaliteé,
selon Nazzaro et son équipe, 1’activité antimicrobienne des HE est strictement corrélée a leur
structure. (149) En effet, le simple fait de remplacer la fonction phénol du carvacrol par une
fonction amine (ce qui correspond en fait au 2-amino-p-cyméne) entraine une activité
antimicrobienne 3 fois inférieure par rapport au carvacrol. (205) De plus, I’emplacement des
fonctions est également important, le thymol et le carvacrol, analogues structuraux dont seul
I’emplacement de la fonction phénol différe, possédent des propriétés antimicrobiennes
similaires, mais des mécanismes d’action différents a I’encontre des bactéries. (149) Des
principes semblables existent probablement pour I’activité anti-biofilm des HE. Il est
quasiment impossible de généraliser I’action des HE selon leur classe chimique, méme si tout
de méme, certaines familles de molécules sont comme vis-a-vis des cellules planctoniques
plus actives a I’encontre des biofilms. Les molécules contenant un groupement hydroxyle
semblent en effet posséder de meilleures propriétés anti-biofilm. (206) Les phénols sont
généralement les plus actifs, suivis par les aldéhydes, les cétones, les alcools, les éthers et
enfin les terpénes aliphatiques, avec des variations d’action au sein des familles.
(143,202,207-210) Néanmoins, 1’ajout par exemple au camphre d’une deuxiéme fonction
cetone ou d’une fonction acide sulfonique entraine une diminution de 1’activité anti-biofilm.
(206) Les groupements fonctionnels ne suffisent donc pas a eux seuls a expliquer 1’activité
anti-biofilm. Le coefficient de partage eau / octanol semble également important, en effet il
faut que le logarithme décimal de ce dernier ne soit pas trop élevé pour que les molécules
parviennent a traverser la MEC hydrophile, mais qu’il soit suffisamment élevé (log P > 3)
pour aller perturber les membranes cellulaires. (211) Cependant il existe un nombre important

de contre exemples. Il n’y a tout d’abord pas nécessairement de lien de corrélation entre
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I’activité antimicrobienne d’une HE et son activité anti-biofilm. En effet, ’'HE de marjolaine a
coquille, bien que possédant une CMI a 0,05 % a I’encontre de la forme planctonique d’E.
coli (relativement faible donc), n’est aucunement capable d’inhiber la formation de son
biofilm a la concentration CMI/2. (165) Inversement, I’HE de cédre du Liban a 0,1 % ne
posséde aucune propriété bactéricide contre les cellules planctonique de C. albicans mais est
capable a cette méme concentration d’inhiber presque totalement la formation du biofilm
fongique. (206) Pareillement, d’autres HE dotées de propriétés bactéricides a 1’encontre des
cellules planctoniques, ne sont nullement capables d’altérer la formation de biofilms, mais
peuvent en revanche agir de fagon importante a I’encontre de biofilms préformés. (143,165)
Le carvacrol également, est capable d’inhiber la formation du biofilm d’E. coli et de S. aureus
mais pas celui de P. aeruginosa (I’hypothése étant que P. aeruginosa est capable de modifier
la composition de sa membrane externe, expliquant sa faible sensibilité a de nombreuses
molécules). (212,213)

Généralement, les HE semblent plus actives a I’encontre des formes planctoniques des
bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram négatif. Ceci est en partie du a la présence
chez les bactéries a Gram négatif d’'une membrane externe complexe, rigide et riche en
lipopolysaccharides qui limite la diffusion des composés hydrophobes. Les bactéries a Gram
positif, dépourvues de cette membrane externe, possedent tout de méme une enveloppe
épaisse de peptidoglycane, mais qui n’est cependant pas assez dense pour résister aux petites
molécules antimicrobiennes. (149,205,214) De plus les acides teichoiques et lipoteichoiques
ancrés dans la couche de peptidoglycane des bactéries a Gram positif semblent faciliter la
pénétration des composés hydrophobes. (205) Néanmoins, cette différence de sensibilité
semble étre moins évidente vis-a-vis des formes sessiles des bactéries. (143,163,166,214)
Quant au biofilm de C. albicans, il est difficile de comparer sa susceptibilité aux HE par
rapport aux bactéries car aucune étude ne semble apparemment réaliser cette comparaison.
Néanmoins lorsque 1’on compare les concentrations en HE ou en composés individuels
efficaces entre les études, il semblerait que I’effet anti-biofilm ait plutét tendance a étre
davantage marqué vis-a-vis de C. albicans (163,175,188,213,215). Cependant, des études
complémentaires sont nécessaires afin de valider cette hypothese car de nombreux contre

exemples semblent également étre présents. (143,202,216)

Ensuite, il est davantage observé au travers des études que 1’éradication de biofilms matures
bactériens ou fongiques est beaucoup plus difficile a obtenir que I’inhibition de leur
croissance et de leur développement, elle-méme plus difficile a obtenir que I’adhérence
initiale des cellules sur le substrat. Autrement dit, plus on agit t6t dans la formation d’un
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biofilm, moins les concentrations en HE a utiliser sont élevées. (143,204,207,209) De facon
intéressante, de nombreuses études montrent une efficacité importante de certaines HE ou
composés individuels a propos de I’inhibition de formation de biofilm, et ceci lors
d’utilisation de CSI, ce qui permet 1’utilisation de concentrations trés faibles, dont la toxicité
aigue est par voie de consequence fortement diminuée. (85,181,193,217,218) Pareillement, la
formation du tube germinatif chez C. albicans, nécessaire a la formation d’un biofilm solide,
est généralement inhibée par des HE testées a leur CSI. (219,220) En général, le brouillage du
QS quand il a lieu, se produit également lors de 1’utilisation de CSI, (221,222) les mécanismes
d’actions de perturbation du QS sont cependant a ce jour encore trés peu élucidés, certaines
HE contiennent néanmoins des auto-inducteurs, tel que le farnésol (un alcool
sesquiterpenique), ou encore le nérolidol, un analogue structural du farnésol capable de

perturber les phénomeénes de QS. (222)

D’autre part, 1a ou les antibiotiques classiques doivent étre 100 a 1000 fois plus concentrés
pour agir sur des biofilms matures, de nombreux auteurs ont montré que seules des
concentrations légérement supérieures en HE étaient nécessaires pour agir contre les biofilms.
(166,188,193,202,210,214) Cela peut s’expliquer par le fait que de nombreux composés sont
dotés de propriétés amphiphiles, avec un certain degré d’hydrophilie leur permettant de
traverser la MEC polysaccharidiques hydrophile, tels que le thymol, le carvacrol, le menthol,
I’eucalyptol... (211,223) L’action des HE également ne semble pas ou trés peu étre affectée
par des résistances éventuelles a certains antibiotiques que ce soit chez les SARM,
(181,210,224) ou chez C. albicans. (201,225)

Par ailleurs, bien qu’un certain nombre d’études mettent en avant 1’existence de phénomeénes
de synergie entre composés isolés d’une part, tels que I’eugénol et le carvacrol, (181) mais
aussi au sein de I’ensemble des constituants des HE d’autre part, (147,163,222) la
généralisation semble impossible car les résultats different et sont au cas par cas selon les HE
et les especes ciblées, (165,207) méme si la balance optimale entre les composés individuels
des HE semble améliorer I’efficacité. (226) Un autre point source de variabilité est di a
I’influence de la surface sur laquelle se forme le biofilm. Certaines études ont montré qu’il
fallait multiplier par 4 a 8 la concentration en HE pour obtenir le méme effet sur un biofilm
formé selon le type de surface. (166) Cela pose probleme en pratique en santé compte tenu du
nombre de substrats différents qui peuvent exister (tissu vivant, polymeres divers et variés

etc...)
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Enfin, des biais lors des études sont susceptibles d’influencer les résultats précédents.
Premierement, a cause de la faible solubilité des HE dans les phases aqueuses, la plupart des
études utilisent un tensioactif (du tween 80 souvent) afin d’augmenter leur dispersion. Or
Nielsen et son équipe ont montré que l’utilisation de tween 80 a 0,5 % (classiquement
retrouvé dans les autres études) diminuait considérablement I’activité de 1’isoeugenol a
I’encontre de biofilms préformés de plusieurs germes (P. fluorescens, S. aureus. L.
monocytogenes...) par rapport a I’utilisation d’isoeugénol seul. (214) L’hypothése serait
qu'en augmentant la solubilit¢ de I’HE, le tensioactif diminuerait la pénétration
transmembranaire. Le tensioactif pourrait également augmenter 1’hydrophilie des protéines de
surface des germes, rendant moins favorable les interactions avec les HE ou leurs composés.
Cette notion nécessiterait donc de reconsidérer 1’utilisation de tensioactif dans les études afin
de savoir si ¢’est un cas isolé ou non, méme si par conséquent, les HE testées seraient encore
plus puissantes que ce qui a été montré. Un autre biais important est 1’absence de prise en
compte de la dynamique et de la cyclicité des biofilms. Bien souvent les études étudient
I’impact sur les biofilms a deux instants distincts au début et a la fin de I’expérimentation. Or
certains auteurs ont montré que les résultats pouvaient étre différents selon ’intervalle de
temps devant lequel nous nous situions. (210) Enfin, comme nous 1’avons vu précédemment,
lorsque la quantification du biofilm est réalisée par la méthode cristal violet, ou bien par la
mesure de I’activité métabolique avec les sels de tétrazolium, les résultats sont parfois
différents. (143,175,227) Ceci est en partie du & la diminution d’activité métabolique des
cellules persistantes qui apparaissent avec le vieillissement du biofilm. Ainsi, ces 2 méthodes
auraient plutdt tendance a étre complémentaires qu’interchangeables. (215,228) Enfin, il
n’existe pas a ce jour de méthode unique et standardisée pour 1’étude de susceptibilité¢ des
biofilms vis-a-vis de molécules, et encore moins d’interprétation univoque des résultats, les

résultats des multiples études sont par conséquent difficiles a comparer. (211)

Finalement, tous ces facteurs de variation d’efficacité montrent que I’effet anti-biofilm est
propre a chaque espéce voir souche bactérienne ou fongique ainsi qu’a chaque HE ou
composé ce qui ne permet pas vraiment de généraliser I’action des HE contre les biofilms et
nécessite encore de nombreuses recherches. Une standardisation des protocoles d’étude ainsi
que des HE serait appréciable afin de minimiser les variations de leurs propriétés biologiques.
(229)
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2.7 Les HE contre les cystites récidivantes

Au cours de leur vie, ¢’est pres de 50 % des femmes qui sont affectées au moins une
fois par une cystite aigue, dont E. coli est la principale responsable a hauteur de 85 % des cas.
(230) Aprés un premier épisode aigu, environ 25 % d’entre elles sont victimes de récidive
dans les 6 mois, et 44 % dans les 12 mois suivant I’épisode. (231) Ces cystites récidivantes
sont considérées soit comme une ré-infection si la seconde souche infectieuse différe de la
premiere, ou bien comme une rechute si c¢’est la méme souche qui est responsable des
récidives. (232,233) Ces dernieres altérent la qualité de vie et causent des dépenses de santé
supplémentaires. L’importance des biofilms d’E. coli dans la récurrences des cystites a été
mise en evidence dans plusieurs études. En effet, selon Soto et son équipe, 74 % des rechutes
et 42 % des ré-infections impliquent des souches d’E. coli formant in vitro des biofilms. (232)
Il a de plus été observé que certaines souches d’E. coli étaient capables d’envahir les cellules

uro-épithéliales et de former des biofilms intra-cellulaires. (231)

Ainsi, le diagnostic de cystite récidivante est posé lorsqu’il survient plus de 3 crises annuelles.
Leur prise en charge n’est pas toujours facile et repose, en plus des recommandations
générales (boire abondamment, ne pas retenir ses mictions, traiter les troubles digestifs, uriner
aprés un rapport sexuel, s’essuyer d’avant en arriere aprés la selle...), sur une
antibioprophylaxie suppressive prolongée sur plusieurs mois. (234) Cependant, une méta-
analyse a montré que si les récidives sont diminuées de 85 % lors d’une antibioprophylaxie de
minimum 6 mois, les effets secondaires quant a eux sont majorés de 58 % (candidose buccale
ou vaginale, nausées, éruptions cutanées...), (235) sans parler du risque d’apparition de

résistances aux antibiotiques.

Les HE grace a leurs propriétés anti-biofilm semblent présenter un intérét certain pour lutter
contre les cystites récidivantes. Il est possible de proposer aux patientes adultes qui le
souhaitent et qui sont sujettes aux cystites a répétition, une association d’HE a but préventif

comme la suivante :

e HE de feuille de Cannelle de chine (Cinnamomum cassia)
e HE (= essence) de Citron jaune (Citrus limon)

e HE de lavande vraie (Lavandula angustifolia)

Diluer une goutte de chaque HE dans une cuillere a café (5 mL) d’huile végétale et prendre ce

mélange 3 fois par jours et cela 2 jours consécutifs par semaine ou 8 jours consécutifs par
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mois, et garder si possible en bouche pendant 1 minute afin de favoriser 1’absorption par la

muqueuse buccale et d’éviter I’effet de premier passage hépatique.

Si I’on estime que les gouttes flacon font 40 mg, la dose totale d’HE par jour représente donc
360 mg. La posologie maximum par voie orale étant de 10 mg/kg, (140) cette formule
convient a toutes les femmes puisque le poids minimum doit étre de 36 Kg. Le fait de prendre
les HE 2 jours consécutifs par semaine ou 8 jours consecutifs par mois est recommandé par
certains aromathérapeutes, (236) mais d’autres protocoles existent. Il est cependant trés
important de respecter des fenétres thérapeutiques afin de ne pas surcharger I’organisme au

risque d’entrainer une toxicité. (237)

Pourquoi cette association ? Tout d’abord, la cannelle de chine (167,238), le citron (165,239),
la lavande fine (166,240) ainsi que leurs composés principaux le trans-cinnamaldéhyde
(143,158,159,238), le limonene (165) et le linalol (165) possédent tous des propriétés anti-
biofilms a I’encontre d’E. coli qui sont présentées dans le tableau 8 en annexe. L’HE de
cannelle de chine reste I’HE phare de par son importante activité a I’encontre de la formation
des biofilms ainsi qu’envers les biofilms préformés. C’est le cinnamaldéhyde, présent a plus
de 80 % dans I’HE qui est en partie responsable de son activité, certains de ses mécanismes
d’action ayant été résolus (inhibition de synthése d’adhésines, brouillage du QS, effet
bactéricide...) (158-160,238) Ceci explique que nous nous penchons plutot en faveur de
I’emploi de la cannelle de chine plutdt que la cannelle de ceylan a cause d’une concentration
plus faible en cinnamaldéhyde de cette derniere. (140) Par ailleurs, le fait d’associer une autre
HE de composition différente peut augmenter 1’effet de la cannelle. Pour cela, la lavande
vraie semble adaptée car elle est riche en alcools monoterpéniques (40 %) et en esters (50 %),
(140) cette HE étant d’autant plus, trés stre d’utilisation. Enfin, il est important de rester
prudent, et le fait d’associer du citron semble intéressant pour limiter une éventuelle toxicité
hépatique liée a la cannelle de chine au long cours, méme si cette toxicité survient
principalement lors de 1’utilisation de fortes doses sur une longue période. (237,241) De plus,
I’exposition solaire les jours de prise de la formule doit étre évitée afin de ne pas induire de

photosensibilisation par I’HE de citron.

Pour conclure, cette proposition de formule ne repose que sur des preuves d’efficacité in vitro,
aucune étude in vivo sur ’Homme a ce propos n’existe. D’autres HE pourraient étre
largement proposees, tout comme 1’emploi de la voie cutanée. Il faut néanmoins prendre
garde aux précautions d’emploi éventuelles (dermocausticité, photosensibilisation...). J’ai

choisi la cannelle car son efficacité est importante et ses mécanismes d’action sont plutét bien
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étudiés. Nous pourrions aussi utiliser I’HE d’ail mais son emploi est quasiment impossible a
cause de I’odeur, et son efficacité moins puissante (85,140) Les HE a phénol possédent
également un intérét tout aussi certain a 1’encontre des biofilms d’E. coli. Pour terminer, les
patientes doivent étre informées sur les signes de pyeélonéphrite (fievre supérieure a 38,5,
douleur lombaire souvent unilatérale, malaise général, signes de cystite associés...) imposant

une consultation médicale en urgence.

2.8 Etude de I'hypotheése de résistance aux HE

L’utilisation des HE est constamment en progression de par leur effet de mode via leurs
propriétés dites « naturelles » et, comme nous I’avons vu tout au long des résultats
précédemment abordés, elles constituent une approche prometteuse dans la lutte anti-biofilm.
La ou la résistance des formes planctoniques des agents infectieux aux antibiotiques n’est plus
a démontrer, il est tout a fait logique de s’interroger quant a I’acquisition de résistances
éventuelles aux HE. Je tiens a préciser que ce que nous allons aborder a propos de la
résistance aux HE ne concerne pas uniquement les biofilms, mais également les agents
infectieux sous leur forme planctonique. Cependant ce sujet est relativement difficile a

aborder compte tenu du faible nombre d’études a ce propos.

Tout d’abord, le mécanisme d’action principal des HE passe par 1’altération des membranes
lipidiques. Or il est difficile d’envisager la possibilité qu’une ou plusieurs mutations
génétiques puissent entrainer une imperméabilisation des membranes aux HE tout en
permettant un fonctionnement cellulaire normal, en effet, toute mutation entrainant des
modifications des membranes conférant une résistance aux HE induit un impact négatif sur la
survie et la croissance microbienne. (242) D’autre part, il est largement répandu 1’idée que, du
fait de la complexité de composition des HE et donc de leur multiples modes d’action, il est
trés peu probable que les bactéries ou champignons puissent développer de résistances a ces
HE. (243) En effet, il ne faut pas oublier le but primaire des HE des plantes
aromatiques qu’est la lutte contre les infections microbiennes via la production de métabolites
secondaires, dont 1’évolution s’est faite sur plusieurs millions d’années. (244) D’autre part, si
la variabilit¢ des HE pose probléme notamment lors de 1’étude de leurs propriétés
biologiques, cela peut en revanche devenir un avantage en limitant I’apparition de résistances
a grace a la variabilité de composition de I’HE selon son origine, son mode d’extraction etc...
(245) Cependant la nature est pleine de surprises, et cette notion de résistance aux HE ne doit
pas étre écartée. Ainsi, certains auteurs avancent 1’hypothése que chercher a prévenir

I’apparition de facteurs de virulences (adhésion, formation de tube germinatif, formation de
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biofilm, sécrétion d’enzymes extracellulaires...) plutot que de tuer les agents infectieux serait
un moyen d’éviter 1’apparition la sélection de souches résistantes. (246) Or, nous avons
fréquemment observé que I’inhibition des facteurs de virulence pouvait s’effectuer lors de
’utilisation de CSI d’HE. Cependant, si 1’exposition des germes a des CSI d’antibiotiques
classiques est un facteur d’apparition de résistances, (247) nous pouvons alors nous interroger
sur ’impact de 1’exposition des microorganismes a des CSI d’HE sur la sensibilit¢ de ces

derniers non seulement aux HE, mais également aux antibiotiques en général.

A ce jour, la plupart des études ne mettent pas en évidence de diminution de sensibilité des
bactéries aux HE (243,248-251) ou aux antibiotiques (243,252) lorsqu’elles sont exposées
préalablement pendant plusieurs jours a des concentrations sub-inhibitrices d’HE de Tea Tree,
de cannelle de ceylan, d’origan vulgaire, ainsi qu’en présence d’eugénol, de citral et de
cinnamaldéhyde. Certaines études mettent en évidence des différences statistiques
significatives de CMI d’antibiotiques suite a 1’exposition des microorganismes en présence de
CSI d’HE de Tea Tree ou de terpinéne-4-ol certes, mais a seulement une dilution prés

(253,254), ce qui n’est pas considéré comme significatif. (253)

Plusieurs études montrent méme une augmentation de sensibilité des agents pathogenes aux
molécules anti-infectieuses (HE, antibiotiques classiques) ou aux conditions de stress
(modification de température, pH, NaCl...) suite a I’exposition a des CSI d’HE de thym
vulgaire et d’origan vulgaire. (209,252)

Apolonio et son équipe ont montré également que 1’exposition de souches de Staphyloccocus
aureus ATCC 6538, de SARM et de Listeria monocytogenes a des CSI d’eugénol, altérait in

vivo leur virulence apreés infection de Galleria melonella (243).

Cependant, d’autres publications montrent des résultats plus mitigés. En effet, Becerril et son
équipe ont bien mis en évidence que, méme apres 50 cultures successives en présence de CSI
d’HE de cannelle de ceylan, la CMI de I’HE de cannelle de ceylan ainsi que celle de divers
antibiotiques vis-a-vis de Morganella morganii, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa
et Serratia marcescens n’était significativement pas modifiée. En revanche, 1’expérimentation
similaire avec 50 cultures successives en présence de CSI d’HE d’origan vulgaire induit une
multiplication par 4 de la CMI de I’HE d’origan vis-a-vis de P. mirabilis et M. morganii, ainsi
qu’une augmentation de la CMI de divers antibiotiques vis-a-vis de S. marcescens et P.
mirabilis, mais pas M. morganii ni P. aeruginosa. (248) De plus, Mcmahon et son équipe ont
montré a travers 2 études portant sur I’exposition a des CSI de Tea Tree une augmentation de
résistances a divers antibiotiques. En effet, I’exposition préalable de SASM et SARM a des
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CSl de Tea Tree induit I’augmentation de nombreuses CMI d’antibiotiques, bien que cette
augmentation soit réversible lorsque 1’exposition a ’'HE de Tea Tree est arrétée. Cependant
I’augmentation de CMI de I’HE de Tea Tree est maintenue. Cette méme expérimentation vis-
a-vis de staphylocoques a coagulase négative n’a par ailleurs pas montré d’augmentation de
CMI de ’'HE de Tea Tree, mais une augmentation transitoire de la CMI de 60 % des
antibiotiques testés. (255) Dans une autre étude, aprés 3 jours d’exposition a des CSI d’HE de
Tea Tree, toutes les especes testées (E. coli, Salmonella enteritidis, S. typhimurium, SARM,
SASM) expriment une diminution de sensibilitt¢ a pratiquement 1’ensemble des 10
antibiotiques testés. (256) Pour expliquer cela, plusieurs hypotheses peuvent étre formulées,
(256) la premiére étant la sélection éventuelle de sous population moins sensibles aux
antibiotiques ou HE par résistance accrue aux situations de stress, la 2éme serait due a des
modifications phénotypiques transitoires telle que I’induction de production de pompes a
efflux ou bien la sélection de sous population plus riches en pompes a efflux, et une fois
I’exposition arrétée, soit il y a un arrét de la production de pompes a efflux, soit il y a un
retour a 1’équilibre entre les souches qui produisent moins de pompes a efflux car leur
production est colteuse énergiquement. Cette hypothese expliquerait la diminution transitoire
de sensibilité aux antibiotiques mais pas la diminution de sensibilité maintenue a I’HE de Tea
Tree. (255) Enfin la derniere hypothése serait due a des altérations génotypiques telles que des

mutations ou des transferts horizontaux de plasmides.

Malgré tout, méme si quelques études introduisent le doute, la majorité des études ne mettent
pas en evidence de résistances induites par les HE, ou s’il y en a, elles ne sont que mineures.
De plus, les études qui mettent en évidence une diminution de sensibilité de souches de
staphylocoques a de nombreux antibiotiques en présence de CSI d’HE de Tea Tree (255,256)
sont contrecarrées par d’autres études qui ne mettent en évidence que des diminutions
mineures de sensibilité lorsqu’il y en a. (253,254) Quoi qu’il en soit, 1’adaptation des
microorganismes qui est une condition nécessaire a I’apparition de résistances, est
certainement favorisée lorsque ceux-ci sont exposes a un seul composé (257-259) plutot
qu’en présence des HE complétes, il faudrait donc privilégier dans ce sens 1’utilisation des HE

entieres et non leurs composés individuels.

Ainsi, les trop rares études a ce jour ne nous permettent pas de conclure formellement sur
I’absence ou non de I’acquisition de résistance aux HE. Bien que nous aurions tendance a
pencher en faveur d’un faible risque d’apparition de résistances, les résultats de certains
auteurs nous rappellent que la nature est capable de bien des surprises, comme de

mésaventures et qu’il est nécessaire de pousser la recherche dans ce sens afin d’éviter de faire
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de nouveau face avec les HE a ce que nous vivons actuellement concernant les multiples

résistances aux antibiotiques. ..

2.9 Intérét de I'association des HE avec les antibiotiques

Depuis les années 1970, aucune réelle nouvelle classe d’antibiotique n’a émergé, les
nouvelles molécules étant principalement issues de modifications mineures d’autres
antibiotiques préexistants. (150) Parallelement a cela, 1’émergence des résistances aux
antibiotiques ne fait que croitre, poussant I’Homme a utiliser des molécules de derniére ligne,
avant de se retrouver devant des impasses thérapeutiques. (27) Cependant, certains, comme le
chercheur Adnane Remmal, ont eu I’idée de combiner des HE aux antibiotiques classiques,
afin de redynamiser le potentiel de ces derniers. En effet, toujours selon ce méme chercheur,
« la ou les antibiotiques agissent comme des clefs dans des serrures, les HE agissent comme
un gros marteaux pour enfoncer les portes. » De telle maniere, une mutation unique et
mineure risque a elle seule de rendre inefficace un antibiotique classique, alors qu’elle n’aura
probablement aucun effet vis-a-vis de I’HE. (181,243) Plusieurs études montrent des effets
synergiques, et également additifs entre les HE et les antibiotiques classiques a la fois contre
les formes planctoniques et sessiles. Pour obtenir un effet synergique, plusieurs hypothéses
sont avancées. (150,260)

e La premiére est basée sur la multiplicité et la complémentarité des sites d’actions. En effet
le mécanisme d’action principal des HE reste les membranes bactériennes ou fongiques.
Ainsi, cibler une autre cible cellulaire comme la synthese des protéines par les aminosides
semble étre une bonne solution. (261,262) Néanmoins, nous pourrions penser qu’associer
des bétalactamines aux HE pourrait avoir un intérét limité, or un effet synergique a été
montré entre le thymol et la pénicilline chez E. coli, (263) ainsi que le thymol ou le
carvacrol et la pénicilline vis-a-vis de E. coli et S. typhimurium. (264) L’explication serait
qu’en altérant les membranes, les HE permettraient d’augmenter de fagon non spécifique
la pénétration des antibiotiques classiques par augmentation de la perméabilité
membranaire. (265,266)

e La deuxiéme hypothése consiste a cibler des mécanismes spécifiques de résistance aux
antibiotiqgues comme [I’inhibition d’enzymes (telles que les béta-lactamases) ou non
spécifiques, comme I’inhibition des pompes a efflux, (169,260,267) bien qu’il soit
proposé que l’inhibition de ces derniéres puisse étre induite par [’altération des

membranes ou I’inhibition de voix métaboliques. (150)
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e La derniere pourrait étre due a des modifications par les HE des propriétés
physicochimiques et pharmacocinétiques des antibiotiques améliorant ainsi leur solubilité
et biodisponibilité. (260)

Ainsi, de nombreuses études montrent des effets synergiques entre certaines HE ou composés
et certains antibiotiques, (150,211,260,261,264,268-270) bien que ce soit loin d’étre
systématiquement le cas. (225,271,272) Certaines HE ou composés sont capables de restaurer
la susceptibilité¢ de certains germes a des antibiotiques auxquels ils étaient auparavant
résistants, I’association carvacrol / érythromycine permet par exemple de diminuer de 2 a
2048 fois la CMI de I’érythromycine a 1’encontre de streptocoques du groupe A résistants a
I’érythromycine. (273) D’autres HE, ou composés tel que le cinnamaldéhyde sont capables
d’agir a des CSI, afin de perturber le QS (sans pour autant connaitre précisément le
mécanisme), et d’augmenter ainsi la sensibilité des germes aux antibiotiques classiques. (274)
En outre, ce n’est pas parce qu’aucune synergie entre HE ou composé individuel et
antibiotique classique n’est mise en évidence contre les formes planctoniques, qu’aucune
synergie de ces substances n’existe vis-a-vis des biofilms. Effectivement, lorsque le thymol, le
menthol ou le 1,8-cinéole sont associés a la mupirocine vis-a-vis de souches planctoniques de
S. aureus, aucune synergie n’est visualisée. (211) En revanche, un effet synergique de
I’association mupirocine / 1,8-cinéole ou thymol est mis en évidence dans 1’élimination de
biofilms préformés de souches de S. aureus, ainsi que de I’association mupirocine / thymol ou
menthol dans I’inhibition de formation de biofilms, toujours de souches de S. aureus. (211)
Cependant, comme a I’encontre des formes planctoniques, certains effets antagonistes
peuvent survenir, telle que 1’association mupirocine / menthol dans 1’élimination de biofilms
préformés de S. aureus. (211) Cet exemple montre la complexité de 1’étude des interactions
HE ou composés individuels et antibiotiques classiques puisque 1’association mupirocine /
menthol n’a aucun effet sur les cellules planctoniques de S. aureus, mais présente un effet
synergique dans I’inhibition de formation du biofilm et antagoniste dans I’élimination du
biofilm préformé, des variations d’effets diamétralement opposés sont par ailleurs mises en
évidence entre les différentes souches d’une méme espece. (211) Ces résultats étant issus de la
méme étude, ils ne peuvent pas €tre liés a la variation d’effet selon la méthode utilisée, ou
encore selon les différentes interprétations de 1’index de concentration fractionnaire

inhibitrice (FICI) comme cela peut étre le cas parfois. (269)

En conclusion, 1’étude des effets synergiques des HE ou de leurs composés individuels reste
une approche trés intéressante dans la lutte contre la résistance et la tolérance aux
antibiotiques classiques. Cette approche peut étre utilisée effectivement dans le cadre de
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résistances ou de tolérances, mais également dans le but de diminuer les doses d’antibiotiques

utilisées, réduisant ainsi les toxicités éventuelles. (269)

2.10 Perspectives d'utilisation des HE

Le facteur principal limitant 1’utilisation des HE est leur faible solubilité¢ et leur
volatilité importante. Pour tenter de pallier ce probléme, la plupart des études utilisent dans
leur protocole un tensioactif a faible concentration afin d’augmenter la dissolution des HE ou
de leurs composés. Pour tenter d’augmenter la dissolution des HE et de leurs composés,
plusieurs auteurs s’orientent vers le développement de nano-composés. Ce peut étre
I’encapsulation dans des nanoparticules lipidiques telles que des micro ou nano-émulsions,
(275,276) des liposomes, (277) ou d’autres particules lipidiques plus complexes,
(205,278,279). L’avantage des particules lipidiques est leur meilleure tolérance ainsi que leur
biodégradabilité. (279) Néanmoins, 1’utilisation de nanoparticules a base de polymeéres semble
intéressante, (280) ainsi que des nanoparticules de silice, (171,213) ces derniéres ayant
I’avantage d’étre biocompatibles. (213) Enfin, des nanoparticules métalliques sont également
développées pour jouer le role de transporteur, (213,278,281) en plus de leur activité
antimicrobienne intrinseque. (151) La majorité de ces études mettent en évidence un effet
antimicrobien et anti-biofilm majoré par rapport a I’utilisation d’HE ou de composés
individuels non encapsulés. Cela est du a I’augmentation de la stabilité physique des HE, a la
diminution de leur volatilité, a I’augmentation de la surface d’interaction, a la protection des
interactions avec I’environnement (oxydation, pH, lumiére...), a 1’augmentation de la
pénétration au sein de la MEC et a I’apport direct des molécules au contact des cellules.
(151,214) De plus I’emploi de tels procédés permet de réduire la toxicité des HE car des
concentrations inférieures en HE suffisent. (213) Par ailleurs, la réduction des concentrations
nécessaire peut étre réalisée par la vectorisation des nanoparticules a travers I’utilisation
d’anticorps fixés sur les particules, (278) ou encore par I’utilisation de protéoliposomes
contenant une protéine dans la membrane du liposome qui est dégradée par des protéases
extracellulaires, sécrétées par les biofilms de S. aureus, libérant ensuite par les orifices I’'HE
encapsulée, (277) ou encore la libération du cinnamaldéhyde fixé sur des nanoparticules d’or

et de silice en présence du pH acide au sein de la MEC. (213)

Par ailleurs, la recherche bat son plein dans le souhait de développer de nouvelles surfaces
limitant la formation de biofilms, les HE font partie de cette option, plusieurs études montrent

I’intérét de ces derniéres dans la lutte anti-biofilm, en les combinant & des nanostructures afin
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d’obtenir de nouveaux matériaux biocompatibles enveloppant les implants, protheses,

cathéters... inhibant la formations des biofilms. (282—-285)
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Conclusion générale

THESE SOUTENUE PAR: Mr DUPIN Alban

La premiére partie de ce travail met en évidence 1'importance des biofilms dans
I"environnement et en santé humnaine, ainsi que leur complexité. Si ces demiers peuvent étre
utiles & I'Homme (biorémédiation, biotechnologies. ..), ils restent néanmoins un probléme dont
les répercussions sont mondiales, sans distinctions des classes socio-économiques, En effet les
biofilms seralent dans le monde la cause de 65 % des infections nosocomiales, de 63 a 80 %
des infections quelles qu’elles soient ou encore la cause de 60 & 100 % des plaies chroniques.
[Bjarnsholt et al. 2016 (29)] Ils sont par ailleurs capables de se développer pratiquement sur toutes
les surfaces 4 leur disposition, tels que les dispositifs médicaux, dont le nombre d'implantation
croit parallélement au vieillissement de la population. Le traiterment des infections 2 biofilms
est complexe car ils sont responsables de la tolérance aux antibiotiques, et sont également un
facteur d’apparition de résistances. Les biofilms diminuent done considérablement la sensibilité
des microorganismes aux antibiotiques aux doses usuelles, ce gui réduit Pefficacite du
traitement et favorise le développement de résistances. Par ailleurs, la détermination des CMI
en laboratoire est la plupart du temps réalisée & encontre des formes planctoniques qui ne
correspondent pas du tout au mode de vie majoritaire des microorganismes. Les bactéries par
exemple ne seraient présentes sous celte forme qu'a hauteur de 1 % par rapport & la forme
sessile. [Garrett et al. 2008 (1)]

Si 'effet antibactérien et antifongique de nombreuses huiles essentielles (HE) est depuis
quelques décennies largement étudié, ce n’est que depuis récemment gu’un certain nombre
d*études s’intéressent aux propriétés anti-biofilm dont sont dotées les HE, 1a o bon nombre
d*antibiotiques demeurent inefficaces. C'est précisément I"objet de la seconde partie de ce
travail consistant en une revae de la littérature portant sur environ 200 publications & propos de
I'activité des HE sur les biofilms de trois micro-organismes de nature différente mais
responsables d’infections courantes chez 'Homme: d’Escherichia coli (une bactérie gram-
négative), de Staphylococcus aureus (une bactérie gram-positive) et de Candida albicans (une
levure). Ce travail fait ainsi ressortir les avantages des HE et met en avant leurs mécanismes
daction. La lutie contre les biofilms peut done s*articuler sur différents points, en contrilant
tout d*abord la population planctonique, mais aussi en inhibant la formation des biofilms et en
éradiquant ceux qui sont déja préformés. L’avantage des HE est qu'elles sont capables d’agir

de fagon plus ou moins efficiente sur toutes ces étapes. Ce sont surtout les HE qui ont montre
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des propriétés bactéricides importantes contre les formes planctoniques qui possédent des
propriétés anti-biofilm, telles que celles qui sont riches en phénols volatils, en aldéhydes et dans
une moindre mesure en alcools terpénigues. Néanmoins, il parail impossible de geénéraliser
’action anti-biofilm des HE & cause, ou plutdt grice, a la pluralité de leurs mécanismes
d’actions. C'est ainsi que certaines HE n’ayant aucune propriété bactéricide sont capables
d’exercer un effet anti-biofilm par modification d’expression de génes, par brouillage du
quorum sensing, etc... De plus, de nombreuses HE exercent une activité anti-biofilm lors de
I'utilisation de concentrations sub-inhibitrices (CSI), permettant d employer des concentrations
tréss faibles d"HE. Par ailleurs, 4 ’inverse des antibiotiques classiques qui, utilisés & des CSI,
entrainent |'apparition de résistances, les HE clles, méme lors de I'utilisation de CSI ne
semblent entrainer qu'un trés faible risque de développement de résistance. Enfin, un dernier
avantage est di 4 I’effet synergique qu'il est possible d’obtenir en combinant des HE entre elles,
ou bien & des antibiotiques, permetfiant parfois de restaurer la sensibilité initiale des

microorganismes aux antibiotiques en cas d"antibio-résistance.

Quoi qu'il en soit, les HE possédent un intérét sans équivoque pour la lutte future contre les
biofilms bien que les études cliniques chez I'Homme nous foni défaut 4 I'heure actuelle.
Certains ont bien compris 'intérét des HE, mais 'inconvénient de ces demniéres esl leur
volatilité et leur faible solubilité dans les milieux biologiques. Ainsi plusieurs études émergent,
montrant 'efficacité encore plus importante de la combinaison des HE & différentes
formulations galéniques voire aux nanotechnologies, peul-étre est-ce 14 le véritable avenir des
HE?

Le Président de la thase, Vu et permis d'imprimer, Lyon, le | & NOV. 2017

Mom : Yu, ia Directrice de Tinstilut des Sciences
M b J0UK - FRANCY Pharmaceutiques et Biologiques, Faculté de Pharmacie
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3 Annexes:

3.1 Tableau§8:

tableau de synthése des HE et composés possédant une activité a I’encontre des biofilms d’E. coli.

HE et/ou Mécanisme d’action et/ou activité Concentrations ou Efficacité Ref
molécule(s) volumes testés
testée(s) efficaces
Allicine -inhibition de la formation de biofilm 12 450 pg.mL™ 17 a 33 % d’inhibition (85)
-inhibition de 1’adhésion des UPEC 50 pg.mL™ 26 et 54 % d’inhibition
-Inhibition compétitive des pili de type 1 - -
-Diminution de la production des adhésines fimH 25 et 50 pg.mL* 54 a 77 % d’inhibition
-induction de la dispersion du biofilm 12 450 ug.mL™* 25 240 % d’inhibition
-Limitation de I’expansion des biofilms 25 et 50 pg.mL™ ~ 50 % d’inhibition
-Diminution de la synthese du systéeme a 2 composants 25 et 50 pg.mL™* 32 % de diminution
BarA/UvrY
-Augmentation de la synthese de la protéine CsrA 50 ug.mL™* 230 % d’augmentation
Alpha-pinéne | -inhibition de la formation de biofilm 0,5 pul.mL™ 55 % d’inhibition (165)
Arctium lappa | -inhibition de la formation de biofilm 31,25 4500 pg.mL™ 40 a 100 % d’inhibition (286)
Carvacrol -diminution de la formation de biofilm et altération de la CMI/2 - (287)
structure tridimensionnelle
Carvéol -réduction de la production de biomasse du biofilm lors de sa 50 et 100 pg.mL™ 31 a 46 % d’inhibition (143)
croissance
-réduction de I’activité métabolique du biofilm lors de sa 50 et 100 pug.mL™ 354 50 % d’inhibition
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croissance
-diminution de la biomasse du biofilm préétabli 400 & 2000 pg.mL™ ~ 53 % d’inhibition
-réduction de I’activité métabolique de biofilm préétabli 400 & 2000 pg.mL™* ~ 60 % d’inhibition
-bactéricidie sur les bactéries sessiles de biofilm préétabli 400 & 2000 pg.mL™* Réduit de 0,8 a 1,7 log UFC
-diminution de formation de biofilm par augmentation de ’ - (288)
I’hydrophilie de surface d’E. coli
Carvone -réduction de la production de biomasse du biofilm lors de sa 50 et 100 pg.mL™ 48 a 60 % d’inhibition (143)
croissance
-réduction de I’activité métabolique du biofilm lors de sa 50 et 100 pg.mL™ 21 a 30 % d’inhibition
croissance
-diminution de la biomasse du biofilm préétabli 400 & 2000 pg.mL™ 43 a 65 % d’inhibition
-réduction de I’activité métabolique de biofilm préétabli 400 & 2000 pg.mL™ ~ 50 % d’inhibition
-bactéricidie sur les bactéries sessiles de biofilm préétabli 400 & 2000 pg.mL™ Réduit de 0,9 a 2,2 log UFC
-diminution de formation de biofilm par augmentation de - - (288)
I’hydrophilie de surface d’E. coli
Cinnamomum | -inactivation de biofilms préétablis sur polystyrene et acier 1 % au total ~ 90 % d’inhibition (167)
cassia inoxydable seule ou en combinaison avec C. flexuosus
-bactéricidie sur les bactéries sessiles de biofilm préétabli 0,15a1% 80 a 100 % d’inhibition (238)
- bactéricidie sur les bactéries sessiles d’un biofilm mixte 0,15a1% 96 a 100 % de réduction
préétabli en présence de L. monocytogenes
Cinnamomum | -activité bactericide sur les bactéries sessiles du biofilm en 0,1220,96 % Réduit de 3a 4 log les UFC | (163)
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zeylanicum croissance
-diminution de la production de la biomasse du biofilm lors de sa 0,122 0,96 % ~ 95 % d’inhibition
croissance
Citronnelal - reduction de la production de biomasse du biofilm lors de sa 75 et 150 pg.mL™ 72 a 83 % d’inhibition (143)
croissance
- réduction de I’activité métabolique du biofilm lors de sa 75 et 150 pg.mL™ ~ 77 % d’inhibition
croissance
- diminution de la biomasse du biofilm préétabli 600 & 3000 ug.mL™* ~ 62 % d’inhibition
- réduction de I’activité métabolique de biofilm préétabli 600 & 3000 pg.mL™ ~ 74 % d’inhibition
-bactéricidie sur les bactéries sessiles de biofilm préétabli 600 & 3000 ug.mL™ Réduit de 2,3 a 5,6 log UFC
Citronnelol -réduction de la production de biomasse du biofilm lors de sa 1,25 et 2,5 ug.mL™* 85 a 90 % d’inhibition (143)
croissance
-réduction de I’activité métabolique du biofilm lors de sa 1,25 et 2,5 ug.mL™* 81 a 85 % d’inhibition
croissance
-diminution de la biomasse du biofilm préétabli 10 450 ug.mL™* 59 a 67 % d’inhibition
-haute réduction de I’activité métabolique de biofilm préétabli 10 450 pg.mL™* =~ 73 % d’inhibition
-bactéricidie sur les bactéries sessiles de biofilm préétabli 10 450 ug.mL* Réduit de 0,6 a 4,8 log UFC
-diminution de formation de biofilm par augmentation de - - (288)
I’hydrophilie de surface d’E. coli
Citrus aurantium | -bactéricidie sur les bactéries sessiles d’un biofilm mixte en 2mL 100 % d’inhibition (239)
présence de C. albicans et E. faecalis
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Citrus limon -inhibition de la formation de biofilm 2 pL.mL™ 76 % d’inhibition (165)
-inhibition de la formation de biofilm mixte avec P. putida 2a12pL.mL? 75 a 80 % d’inhibition
-inhibition du QS 2et3 L 0,5 a 1 mm d’inhibition
-bactéricidie sur les bactéries sessiles d’un biofilm mixte en 2mL 100 % d’inhibition (239)
présence de C. albicans et E. faecalis
Coriandrum -inhibition de 1’adhésion bactérienne 1,6 pL.mL™* 72,3 % d’inhibition (207)
sativum -inhibition de la formation de biofilm 1,6 uL.mL* 100 % d’inhibition
-réduction de I’activité métabolique du biofilm en croissance 1,6 pL.mL*? 86 % de réduction
Cuminum -inhibition du QS 30 et 50 pL.mL™ ~ 60 a 70 % d’inhibition (208)
cyminum -inhibition de la formation de biofilm 30 et 50 pL.mL™ 20 a 45 % d’inhibition
(nanoémulsion) | -inhibition de la production de polysaccharides extracellulaires 30 et 50 pL.mL™ ~ 12 a 23 % d’inhibition
Cymbopogon -inactivation de biofilms préétablis, HE seule ou en combinaison 1 % au total ~ 65 % d’inhibition seule et~ | (167)
flexuosus avec C. cassia 41 % d’inhibition combinée
Cymbopogon -activité bactéricide sur les bactéries sessiles du biofilm en 0,122 0,96 % Reduit de 2 a 3 log les UFC | (163)
martini croissance
-diminution de la production de la biomasse du biofilm lors de sa 0,122 0,96 % ~ 95 % d’inhibition
croissance
Eucalyptus -inhibition de la formation de biofilm 50 pL.mL™ 62 % d’inhibition libre et 81 | (171)
globulus % d’inhibition encapsulée
Eugénol -diminution de la production de la biomasse du biofilm lors de sa 1,56 % 98 % d’inhibition (163)
croissance
198
DUPIN

(CC BY-NC-ND 2.0)




-activité bactéricide sur les bactéries sessiles du biofilm en 1,56 % Réduction de 1,9 log UFC
croissance
Foeniculum -inhibition du QS 30 et 50 pL.mL™ ~ 33 a 50 % d’inhibition (208)
vulgare -inhibition de la formation de biofilm 30 et 50 pL.mL™ ~ 15 a 28 % d’inhibition
(nanoémulsion) | -inhibition de la production de polysaccharides extracellulaires 30 et 50 pL.mL™ ~ 15 a 28 % d’inhibition
Géraniol -diminution de la production de la biomasse du biofilm lors de sa 1,56 % =~ 95 % d’inhibition (163)
croissance
-activité bactéricide sur les bactéries sessiles du biofilm en 1,56 % Réduit de 1,6 log les UFC
croissance
Juniperus -inhibition de la formation de biofilm 1pLmL? 33 % d’inhibition (165)
communis -inhibition du QS 2et3 pL 10 et 20 mm d’inhibition
Lavandula -inhibition du QS médié par la 3-oxo-C12-HSL 0,01a0,05% ~90 % d’inhibition (240)
angustifolia -inhibition de 90 % I’activité métabolique d’un biofilm préformé 0,19a1,52 % 1 a4 h de temps de contact | (166)
Limonéne -inhibition de la formation de biofilm 3pL.mL? 69 % d’inhibition (165)
Linalol -inhibition de la formation de biofilm 1,5 uL.mL™ 69 % d’inhibition (165)
-inhibition du QS la3puL 10 a 20 mm d’inhibition
Melaleuca -activité bactéricide sur les bactéries sessiles du biofilm en 0,48 et 0,96 % réduitde 1 41,8 log les UFC | (163)
alternifolia croissance
-diminution de la production de la biomasse du biofilm lors de sa 0,122 0,96 % ~ 95 % d’inhibition
croissance
-inhibition de 90 % 1’activité métabolique d’un biofilm préformé 0,19a1,52% 1 a4 h de temps de contact | (166)
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Melissa -inhibition de 90 % I’activité¢ métabolique d’un biofilm préformé 0,048 a 0,384 % 4 3 24 h de temps de contact | (166)
officinalis
Mentha x -inhibition de I’adhésion bactérienne 6,3 uL.mL™ 98,4 % d’inhibition (207)
piperita -inhibition de la formation de biofilm 6,3 uL.mL™* 81 % d’inhibition
-réduction de I’activité métabolique du biofilm en croissance 6,3 uL.mL'1 68,5 % de réduction
-inhibition par ’HE compléte du QS chez C. violaceum 0,012a0,1 % 40 a 83 % d’inhibition (221)
Origanum -inhibition de la formation de biofilm mixte avec P. putida 0,25a2puL.mL™ 50 a 97 % d’inhibition (165)
majorana -inhibition du QS la3pL 10 a 20 mm d’inhibition
Origanum onites | -inhibition de la formation de biofilm 0,025a0,1 % 44 a 80,5 % d’inhibition (289)
(CT carvacrol) | -blocage de la croissance de biofilms préétablis 0,1% -
Origanum -inhibition de la production de violacéine chez C. violaceum par 15,6 4 125 pg.mL™ 55 a 98 % d’inhibition (290)
vulgare (CT perturbation du QS
carvacrol)
Pimpinella -inhibition de 1’adhésion bactérienne 12,5 uL.mL? 56,2 % d’inhibition (207)
anisum -inhibition de la formation de biofilm 12,5 uL.mL* 17,4 d’inhibition
-réduction de I’activité métabolique du biofilm en croissance 12,5 uL.mL? 63,2 % de réduction
Piper nigrum | -inhibition du QS 30 et 50 pL.mL™ ~23 a 50 % d’inhibition (208)
(nanoémulsion) | -inhibition de la formation de biofilm 30 et 50 pL.mL™ ~ 17 a 28 % d’inhibition
-inhibition de la production de polysaccharides extracellulaires 30 et 50 pL.mL™ ~5a 15 % d’inhibition
Sabinéne -réduction de la production de biomasse du biofilm lors de sa 312,5 et 625 pg.mL™ 52 a 65 % d’inhibition (143)
croissance
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-réduction de I’activité métabolique du biofilm lors de sa 312,5 et 625 pg.mL™* 48 a 54 % d’inhibition

croissance
-diminution de la biomasse du biofilm préétabli 2500 & 12500 pg.mL™* 53 a 65 % d’inhibition
-réduction de I’activité métabolique du biofilm préétabli 2500 a 12500 ug.mL'1 29 a 76 % d’inhibition
-bactéricidie sur les bactéries sessiles du biofilm préétabli 2500 & 12500 pug.mL™ 66 & 100 % de diminution
Salvia sclarea | -inhibition de la formation de biofilm 1plmL? 48 % d’inhibition (165)
-inhibition du QS la3puL 10 a 25 mm d’inhibition
Terpinéne-4-ol | -inhibition de la formation de biofilm 1plmL?! 38 % d‘inhibition (165)
-inhibition du QS 2et3 pL 15 et 20 mm d’inhibition
-diminution de la production de la biomasse du biofilm 1,56 % 96 % d’inhibition (163)
Thymol -diminution de la formation de biofilm et altération de la CMI/2 - (287)
structure tridimensionnelle
Thymus vulgaris | -inhibition de la formation de biofilm 0,125 % 100 % d’inhibition (217)
CT thymol
Trans- -activité bactéricide sur les bactéries sessiles du biofilm en 0,1405% Reduitde 5a 7 log les UFC | (158)

Cinnamaldéhyde | croissance

-bactéricidie sur les bactéries sessiles de biofilm préétabli 1al5% 100 % d’inhibition

-diminution de I’adhésion aux cellules épithéliales vésicales 750 uM 18 % d’inhibition (160)
- diminution de I’invasion des cellules épithéliales vésicales 560 et 750 uM 26 a 50 % d’inhibition
-diminution de la synthése des adhésines fimA, fimH, sfaA, 560 et 750 uM 2 a 11 fois moins de synthése

focA et papG.
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-brouillage du QS en diminuant la synthese de la 3-oxo-C6- 100 & 200 uM 40 a 70 % d’inhibition (159)
homoseérine lactone
-bactéricidie sur les bactéries sessiles de biofilm préétabli 0,11a0,8% 80 a 100 % de réduction (238)

- bactéricidie sur les bactéries sessiles d’un biofilm mixte 0,11a0,8% 95 a 100 % de réduction

préétabli en présence de L. monocytogenes

3.2 Tableau?9 :

tableau de synthése des HE et composés possédant une activité a I'’encontre des biofilms de S. aureus.

HE et/ou Mécanisme d’action et/ou activité Concentrations ou Efficacité Ref
molécule(s) volumes testés
testée(s) efficaces
Arctium lappa | -inhibition de la formation de biofilm 31,25 4500 ug.mL™ 33 2 100 % d’inhibition (286)
Cananga odorata | -inhibition de la formation de biofilm 0,005 & 0,05 % 59 & 93 % d’inhibition (218)
Carvacrol -inhibition de la formation de biofilm 0,5a1,25 mM 33 a4 100 % d’inhibition (212)
0,0039 a 0,0155 % 17 24 97 % d’inhibition (223)
0,01 % 33 a4 82 % d’inhibition (210)
-inhibition de la croissance de biofilms préformés 0,031a0,125 % 100 % d’inhibition (=CMIB) | (223)
-éradication de biofilms préformés 0,125a20,5 % 100 % d’inhibition (=CMEB)
Carvéol -diminution de la biomasse du biofilm préétabli 4320 mg.mL™ 55 a 68 % d’inhibition (143)
-réduction de I’activité métabolique du biofilm préétabli 4220 mg.mL'1 75 a 78 % d’inhibition
-bactéricidie sur les bactéries sessiles du biofilm préétabli 4320 mg.mL* Réduit 0,9 a 2,2 log les UFC
Carvone -réduction de I’activité métabolique du biofilm préétabli 4 et 8 mg.mL™ 38 a 42 % d’inhibition (143)
-bactericidie sur les bactéries sessiles du biofilm préétabli 238 mg.mL* Réduit 2,8 a 3,75 log les UFC
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Cinnamomum | -bactéricidie sur les bactéries de biofilm préformé 2,5 % >3 log UFC/cm? de réduction | (291)
cassia -éradication du biofilm préformé 2,5% 14 a 60 % d’éradication
(microémulsion)
Cinnamomum | -activité bactericide sur les bactéries sessiles du biofilm en 0,122 0,96 % réduit de 1,8 & 3,2 log les (163)
zeylanicum croissance UFC
-diminution de la production de la biomasse du biofilm lors de sa 0,48 et 0,96 % ~ 63 a 80 % d’inhibition
croissance
Citral -inhibition de biofilm préétabli 0,02 20,08 % ~ 13 a 28 % d’inhibition (184)
-diminue I’adhérence aux cellules épithéliales mammaires 0,02 et 0,04 % Réduit de 3,6 a 3,8 log les
bovines UFC
-inhibe I’invasion des cellules épithéliales mammaires bovines 0,02 et 0,04 % Réduit de 3,7 a 4 log les UFC
-réduit I’expression des génes de virulences agrA, sodA, sirA, 0,02 et 0,04 % ~ 4 fois moins d’expression
hla, hib, spa, sbi, sarA, sarR, sarS, sigB
-CMI a I’encontre des bactéries sessiles 3,2a6,4% - (292)
-inhibition de la formation de biofilm 0,02 % 0 a 65 % d’inhibition (210)
Citronellal -diminution de la biomasse du biofilm préétabli 0,8a4mg.mL" 52 a 69 % d’inhibition (143)
-réduction de I’activité métabolique du biofilm préétabli 0,8a4 mg.mL'1 70 % d’inhibition
-bactéricidie sur les bactéries sessiles du biofilm préétabli 0,844 mg.mL* Réduit 0,8 a 3,3 log les UFC
Citronellol -diminution de la biomasse du biofilm préétabli 0,75a3,75 mg.mL™ 59 a 72 % d’inhibition (143)
-réduction de I’activité métabolique du biofilm préétabli 0,75a3,75 mg.mL'1 75 a 78 % d’inhibition
-bactericidie sur les bactéries sessiles du biofilm préétabli 0,7543,75mg.mL? | Réduit1,343,1 log les UFC
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Commiphora | -inhibition de la formation de biofilm 0,005 a 0,05 % 59 2 95 % d’inhibition (218)
myrrha
Coriandrum -inhibition de I’adhésion bactérienne 0,8 uL.mL™ 100 % d’inhibition (207)
sativum -inhibition de la formation de biomasse du biofilm 0,8 uL.mL* 91 % d’inhibition
-réduction de I’activité métabolique du biofilm en croissance 0,8 uL.mL'1 71,5 % de réduction
Cuminum -bactéricidie a I’encontre des bactéries d’un biofilm préformé 0,75a8 % Réduit = 0,5 a 3 log les UFC | (209)
cyminum
Cymbopogon | -CMI a I’encontre des bactéries sessiles 0,8a1,6% - (292)
citratus -bactéricidie a I’encontre des bactéries d’un biofilm préformé 0,25a48 % Réduit =~ 0,5 a 3 log les UFC | (209)
Cymbopogon -inhibition de la croissance du biofilm 0,06 et 0,125 % 100 % d’inhibition (=CMIB) | (224)
flexuosus -inhibition de ’activité métabolique de biofilms préformés 0,06 a 0,25 % 65 a 100 % d’inhibition
-bactéricidie sur les bactéries de biofilms préformés 0,125a4 % 100 % d’éradication
Cymbopogon | -bactéricidie a ’encontre des bactéries d’un biofilm préformé 0,25a8 % Réduit~ 0,5 a 1,5 log les (209)
martini UFC
-activité bactéricide sur les bactéries sessiles du biofilm en 0,48 et 0,96 % Réduit de 3,1 a 4,1 log les (163)
croissance UFC
-diminution de production de biomasse du biofilm en croissance 68 a 85 % d’inhibition
Cymbopogon -CMI a I’encontre des bactéries sessiles 16a32% - (292)
nardus -bactéricidie a I’encontre des bactéries d’un biofilm préformé 0,1a8% Réduit =~ 1 a 3,5 log les UFC | (209)
Eugenol -inhibition de la formation de biofilm de SARM et SASM 0,01240,08 % ~20 a 94 % d’inhibition (181)
0,2a12,8% 20 a 96 % d’inhibition (292)
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1,56 % 85 % d’inhibition (163)
-bactéricidie sur les bactéries de biofilm en croissance 1,56 % Réduit de 1,9 log les UFC
0,01a20,04 % Réduit de 7 log les UFC (181)
-éradication de biofilm préformé 0,02 20,08 % 29 2 90 % d’inhibition
-bactéricidie sur les bactéries de biofilm préformé 0,022 0,08 % Réduit de 4 log les UFC
-inhibe la colonisation et la formation de biofilm sur la 0,02 % Reéduit de 88 % le nombre
muqueuse de I’oreille moyenne de rats d’UFC colonisatrices
-altération de la perméabilité de la membrane plasmique 0,08 et 0,16 % Altération membranaire
-synergie en présence de I’eugénol 0,022 0,08 % Réduit de 2 a 7 log les UFC
-inhibition de la formation de biofilm de SARM 1/2 2 1/8 de la CMI 9 a 94 % d’inhibition (293)
-inhibition de I’activité métabolique de biofilm préformé de 1/2 a1/8 de laCMI 13 2 93 % d’inhibition
SARM
-inhibition compétitive du site actif de sarA - -
-CMI a ’encontre des bactéries sessiles 0,8a3,2% - (292)
Géraniol -activité bactéricide sur les bactéries sessiles du biofilm en 1,56 % réduit de 1,8 log les UFC (163)
croissance
-diminution de la production de la biomasse du biofilm lors de sa 1,56 % ~ 77 % d’inhibition
croissance
Isoeugénol -inhibition de biofilms préformés 1580 mg.L™" 100 % (=CMEB) (214)
Lavandula -inhibition de 90 % I’activité métabolique d’un biofilm préformé 0,7826,24 % 55 295 % d’inhibition (166)
angustifolia
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Limonene -inhibition de la formation de biofilm 0,2% 11 a 78 % d’inhibition (210)
Linalol -inhibition de biofilm préétabli 0,122a0,48 % ~ 23 a 34 % d’inhibition (184)
-diminue 1’adhérence aux cellules épithéliales mammaires 0,12 % Réduit de 3,8 log les UFC
bovines
-inhibe I’invasion des cellules épithéliales mammaires bovines 0,12 % Réduit de 4 log les UFC
-réduit ’expression des génes de virulences agrA, sirA, hla, hlb, 0,12 % ~ 4 fois moins d’expression
spa, shi, sarA, sarR, sarS
-Réduit I’expression des génes impliqués dans la formation de 0,12 % ~ 2 a 3 fois moins
biofilm icaA, icaB, fbbB, clfA, clfB, cbps d’expression
Melaleuca -activité bactéricide sur les bactéries sessiles du biofilm en 0,96 % réduit de 1,7 log les UFC (163)
alternifolia croissance
-diminution de la production de la biomasse du biofilm lors de sa 0,48 et 0,96 % ~ 60 % d’inhibition
croissance
-inhibition de I’activité métabolique d’un biofilm préformé 0,3923,12% 68 a 95 % d’inhibition (166)
Melissa -inhibition 1’activité métabolique d’un biofilm préformé 0,097 % a 0,78 % 17 a4 93 % d’inhibition (166)
officinalis
Mentha x -inhibition de la formation de biofilm 0,005a2,5% 5262 % d’inhibition (294)
piperita -inhibition de 1’adhésion bactérienne 3,1 pL.mL? 74,7 % d’inhibition (207)
-inhibition de la formation de biomasse du biofilm 3,1 pL.mL? 67,5 % d’inhibition
-réduction de I’activité métabolique du biofilm en croissance 3,1 uL.mL'1 52,7 % de réduction
Nérolidol (cis) | -inhibition de la formation de biofilm 0,001 20,01 % 39 a 86 % d’inhibition (218)
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Nigella sativa | -diminution du pourcentage d’hydrophobicité de la surface de S. 80 pg.mL™ 78 % de diminution (281)
aureus
-inhibition de la formation de biofilm dose dépendant 20480 pg.mL™? -
Origanum -inhibition de la croissance de biofilms préformés 0,25a0,5 % 100 % d’inhibition (=CMIB) | (223)
vulgare -éradication de biofilms préformés 05a1% 100 % d’inhibition (=CMEB)
-inhibition de la formation de biofilm 0,0078 & 0,063 % 9 a 94 % d’inhibition
50 4200 pg.mL™ 15 a 75 % d’inhibition (226)
Perlargonium | -bactéricidie a I’encontre des bactéries d’un biofilm préformé 0,50a8 % Réduit =~ 0,5 a 3 log les UFC | (209)
graveolens
Pimpinella -inhibition de I’adhésion bactérienne 3,1 pL.mL? 90,3 % d’inhibition (207)
anisum -inhibition de la formation de biomasse du biofilm 3,1 puL.mL™ 88,5 d’inhibition
-réduction de I’activité métabolique du biofilm en croissance 3,1 pL.mL? 72,6 % de réduction
Piper nigrum | -inhibition de la formation de biofilm 0,005 & 0,05 % 51 a 93 % d’inhibition (218)
-répression de 1’expression de certains génes de virulence (hla) 0,01 % 4 4 10 fois moins
et impliques dans la formation de biofilm (nucl, nuc2, sarA) d’expression
Pogostemon -bactéricidie a I’encontre des bactéries d’un biofilm préformé 0,1a8% Réduit~ 1 a4 logles UFC | (209)
patchouli
Sabinéne -diminution de la biomasse du biofilm préétabli 6230 mg.mL™ 49 a 70 % d’inhibition (143)
-réduction de I’activité métabolique du biofilm préétabli 6430 mg.mL™ 52 a 78 % d’inhibition
-bactericidie sur les bactéries sessiles du biofilm préétabli 6230 mg.mL* Réduit 1,1 a 1,6 log les UFC
Salvia officinalis | -bactéricidie sur les bactéries de biofilm préformé 2,5% >3 log UFC/cm? de réduction | (291)
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(microémulsion) | -éradication du biofilm préformé 2,5% 25 a 68 % d’éradication
Syzygium -CMI a I’encontre des bactéries sessiles 16a3,2% - (292)
aromaticum
Terpinéne-4-ol | -diminution de la production de la biomasse du biofilm 1,56 % 50 % d’inhibition (163)
Thymol -inhibition de la formation de biofilm 0,0039 4 0,031 % 23 2 97 % d’inhibition (223)
-inhibition de la croissance de biofilms préformés 0,062 a 0,125 % 100 % d’inhibition (=CMIB)
-éradication de biofilms préformés 0,125a 0,25 % 100 % d’inhibition (=CMEB)
0,2542 mg.mL™ 6 a 100 % d’éradication (295)
-bactéricidie a I’encontre des bactéries de biofilm préformé 0,254 2 mg.mL™ Réduit=1 a5 log UFC
Thymus vulgaris | -CMI a I’encontre des bactéries sessiles 0,841,6% - (292)
-inhibition de la formation de biofilm de SARM et SASM 0,2a12,8 % 7 a 88 % d’inhibition
-bactéricidie a I’encontre des bactéries d’un biofilm préformé 0,1a8% Réduit~1 a4 loglesUFC | (209)
-bactéricidie a I’encontre des bactéries d’un biofilm préformé en 0,02 2 0,04 % Réduit de = 1 a 5,5 log les
présence de CSI UFC
Trans- -inhibition de I’activité métabolique de biofilm préformé 0,031 40,625 % 40 a + de 95 % d’inhibition | (188)
cinnamaldéhyde | -bactéricidie sur les bactéries de biofilm préformé 0,031 40,625 % Réduit =~ 1,6 a 6 log les UFC
-inhibition de I’expression de sarA 0,031 et 0,0625 % 130 a 140 fois moins ou 6
fois plus d’expression selon
les souches
-CMI a ’encontre des bactéries sessiles 0,8a1,6% - (292)
-inhibition de la formation de biofilm 0,025 % 44 a 80 % d’inhibition (213)
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-inhibition de la formation de biofilm par des nanoparticules d’or

enveloppées de silice contenant le TC

0,0005 a 0,025 %

30 2 97 % d’inhibition

-inhibition de 1’adhésion initiale sur le latex 0,063 a 0,25 mg.mL'l 44,7 a 94,2 % d’inhibition (204)
Vetiveria -bactéricidie a I’encontre des bactéries d’un biofilm préformé 0,50a8 % Réduit~ 0,5 a 1,7 log les (209)
ziznioides UFC

3.3 Tableau 10 : tableau de synthese des HE et composés possédant une activité a I'encontre des biofilms de C. albicans.

HE et/ou Mécanisme d’action et/ou activité Concentrations ou Efficacité Ref
molécule(s) volumes testés
testée(s) efficaces
Acétate -inhibition de la formation de tube germinatif 0,0125 et 0,00625 % 25 a 73 % d’inhibition (219)
d’eugényl -inhibition de 1’adhérence sur kératinocytes humains 0,0125 et 0,025 % 37,5 et 72 % d’inhibition
-inhibition de la formation de biofilm 0,0125 et 0,025 % 48 et 56 % d’inhibition
Acétate de -inhibition de la formation de tube germinatif 0,125 2 mg.mL™ ~ 10 a 60 % d’inhibition (202)
géranyl -inhibition de formation du biofilm 144 mgmL™? ~ 10 a 20 % d’inhibition
Alcool p- -inhibition de 1’adhésion des levures 0,062 a4 mg.mL™ ~ 25 a 85 % d’inhibition (215)
anisique -inhibition de la formation de tube germinatif 0,03141 mg.mL™ ~ 40 a 100 % d’inhibition
-inhibition de la formation de biofilm 0,125 a4 mg.mL™ ~ 10 a 90 % d’inhibition
-inhibition de biofilm préformé 0,534 mg.mL* ~20 a 90 % d’inhibition
Aldéhyde -inhibition de 1’adhésion des levures 0,062 a4 mg.mL™ ~ 40 a 95 % d’inhibition (215)
salicylique -inhibition de la formation de tube germinatif 0,031 40,25 mg.mL™ ~ 45 a 100 % d’inhibition
-inhibition de la formation de biofilm 0,062 82 mg.mL™* ~ 40 a 100 % d’inhibition
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-inhibition de biofilm préformé 05344 mg.mL" =~ 45 a 100 % d’inhibition
Anisaldéhyde | -inhibition de I’adhésion des levures 0,062 44 mg.mL™" ~ 30 a 100 % d’inhibition (215)
-inhibition de la formation de tube germinatif 0,254 2 mg.mL™ ~ 3524 100 % d’inhibition
-inhibition de la formation de biofilm 0,125 4 4 mg.mL™* ~ 1524 100 % d’inhibition
-inhibition de biofilm préformé 1a4mgmL* ~20 a 100 % d’inhibition
Artemisia -inhibition de la formation de tube germinatif 0,04 21,25 pul.mL™ 23 a 100 % d’inhibition (296)
judaica -réduction de biofilm préformé 0,32425 pl.mL* 16 a 42 % de réduction
0,32325 pl.mL* 16 & 56 % de réduction
Béta-citronellol | -inhibition de la formation de tube germinatif 0,03140,125mg.mL™" | =504 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de formation du biofilm 0544 mg.mL™ ~ 25 a 95 % d’inhibition
-inhibition du biofilm préformé 0,5 a4 mg.mL™ ~ 20 a 90 % d’inhibition
Béta-ionone -inhibition de la formation de tube germinatif 0,03140,125mg.mL™" | =704 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de formation du biofilm 0,125a4 mg.mL™ ~20 a 80 % d’inhibition
-inhibition du biofilm préformé 0,2544 mg.mL™ ~ 10 a 90 % d’inhibition
Camphre -inhibition de la formation de biofilm 0,001 20,01 % 24 4 90 % d’inhibition (206)
-réduction de I’activité métabolique du biofilm en croissance 0,005 et 0,01 % 39 a 76 % d’inhibition
-effet bactéricide sur les cellules du biofilm en croissance 0,005 et 0,01 % 71 492 % de réduction
-réduction de I’expression des genes spécifiques de la formation 0,01 % Jusqu’a 11 fois moins
d’hyphes, des geénes d’adhésion et de formation du biofilm d’expression pour certains
Carvacrol -inhibition de la formation de tube germinatif 0,03140,125 mg.mL™ ~ 60 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de formation du biofilm 0,2544 mg.mL* ~ 20 a 100 % d’inhibition
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-inhibition du biofilm préformé 0544 mg.mL™ ~20 a 100 % d’inhibition
Carvone -inhibition de la formation de tube germinatif 0,031a40,5 mg.mL™ ~ 10 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de formation du biofilm 0,062 44 mg.mL™ ~ 10 a 100 % d’inhibition
Cedrus libani | -inhibition de la formation de biofilm 0,005a0,1 % 81 a~ 100 % d’inhibition (206)
Cinnamomum | -inhibition de I’adhérence des levures 0,005 et 0,02 % 50 et 90 % d’inhibition (229)
zeylanicum -inhibition du biofilm préformé 0,01 et 0,039 % 50 et 90 % d’inhibition
cis,trans- -inhibition de la formation du tube germinatif 0,062 20,5 % 72,7 4 98,9 % d’inhibition | (222)
Nérolidol -inhibition de biofilm préformé 0,06a1% 46,1 a 76,1 % d’inhibition
Citral -inhibition de la formation de tube germinatif 0,03140,125mg.mL™" | =60 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de formation du biofilm 0,542 mg.mL™ ~252a 100 % d’inhibition
-inhibition du biofilm préformé 234 mgmL™t ~ 100 % d’inhibition
Citronellal -inhibition de 1’adhésion sur des implants dentaires 16 pg.mL™* 95 % d’inhibition (297)
-inhibition de 1’adhésion sur polystyréne 250 pg.mL™* 74 % d’inhibition (216)
-inhibition de 1’adhésion sur des cellules épithéliales humaines 250 pug.mL* Diminution importante
-inhibition de la formation de tube germinatif 250 pug.mL* ~ 100 % d’inhibition
314125 pg.mL* ~ 60 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de la formation de biofilm 250 42000 pg.mL™* 20 4 100 % d’inhibition
250 pug.mL* 64 % d’inhibition (216)
Coriandrum -inhibition de 1’adhérence des levures aprés 72h d’incubation 62,5250 pg.mL™* ~ 50 % d’inhibition (147)
sativum -inhibition de 1’activité protéolytique 15,6 et 31,2 pg.mL™* 8 et = 100 % d’inhibition
Cymbopogon -inhibition de formation du biofilm 453180 ug.mL™ 53 a 89 % d’inhibition (298)
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citratus -bactéricidie envers les levures sessiles 720 pg.mL*t ~ 60 %en 12 het90 %
d’inhibition en 48 h
-réduction de la sécrétion d’enzymes hydrolytiques (protéases, 0,097 % Réduction variable (299)
phospholipase et hémolysines) apres 1h d’incubation
-inhibition de la formation de tube germinatif 0,024 et 0,049 % > 495 % d’inhibition
-inhibition de 1’adhésion sur des fibroblastes murins aprés 1h 0,097 % 22 % d’inhibition
d’incubation
-réduction du nombre de levures viables dans le biofilm lors de 62543125 pg.mL™ 90 a plus de 99 % de (300)
sa croissance réduction
-réduction du nombre de levures viables dans le biofilm mature 625 & 6250 pg.mL™ ~ 90 % de réduction
apres 8h d’incubation
-réduction de I’activité métabolique du biofilm mature apres 8h 625 & 6250 pg.mL™ ~ 35 % de réduction
d’incubation
Cymbopogon | -inhibition de la formation de tube germinatif 1541000 pg.mL™ 100 % d’inhibition (301)
nardus -inhibition de biofilm mature 10 mg.mL* 83 a2 97,7 % d’inhibition
-inhibition de 1’adhérence des levures sur des implants dentaires 32 pg.mL* 94 et 83 % d’inhibition (297)
et sur les vis de couverture
Daucus carota | -inhibition de la formation de tube germinatif 0,02a5uL.mL™ 32 2 100 % d’inhibition (220)
var carota -réduction de la biomasse de biofilm préformé 1,254 10 pL.mL*? 25 a 47 % de réduction
-réduction de I’activité métabolique de biofilm préformé 2,5310 pL.mL™ 19 a 32 % de réduction
Eucalyptol -inhibition de la formation de tube germinatif 0,031a2mg.mL" ~ 10 a 100 % d’inhibition (202)
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-inhibition de formation du biofilm 144 mg.mL* ~ 15 a 30 % d’inhibition
Eugénol -inhibition de 1’adhésion des levures 1344 mg.mL™ ~252a 100 % d’inhibition (215)
-inhibition de la formation de tube germinatif 0,031 40,125 mg.mL™ ~ 3524 100 % d’inhibition
0,03140,125 mg.mL™? | =65 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de formation du biofilm 0,2544 mg.mL™ ~ 40 a 100 % d’inhibition
0,125 1 mg.mL™ ~ 10 a 100 % d’inhibition (215)
-inhibition de biofilm préformé 0,25 44 mg.mL™ ~ 10 a 100 % d’inhibition
0,125 a4 mg.mL™ ~ 10 4 90 % d’inhibition (202)
0,25a8 % 50 a 75 % de réduction (270)
Farnésol -inhibition de la formation de tube germinatif 0,031 40,125 mg.ml™ =~ 60 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de la formation de biofilm 0,062 a4 mg.ml™* ~ 10 a 80 % d’inhibition
Fenchol -inhibition de la formation de biofilm 0,005 et 0,01 % ~ 98 % d’inhibition (206)
-réduction de I’activité métabolique du biofilm en croissance 0,005 et 0,01 % 66 a 79 % d’inhibition
-effet bactéricide sur les cellules du biofilm en croissance 0,005 et 0,01 % 92 a 98 % d’inhibition
-réduction de I’expression des génes spécifiques de la formation 0,01 % Jusqu’a 7,5 fois moins
d’hyphes, des génes d’adhésion et de formation du biofilm d’expression pour certains
Géraniol -inhibition de la formation de biofilm 152 et 304 pg.mL™* ~ 25 et 80 % d’inhibition (225)
0,062 40,5 mg.mL™ ~ 10 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de la formation de tube germinatif 0,2544 mg.mL™ ~ 20 a 95 % d’inhibition
-inhibition du biofilm préformé 0,2544 mg.mL* ~ 10 a 100 % d’inhibition
Guaiacol -inhibition de 1’adhésion des levures 134 mg.mL™ ~ 25270 % d’inhibition (215)
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-inhibition de la formation de tube germinatif 0,062 a2 mg.mL™ ~ 10 a 100 % d’inhibition
-inhibition de la formation de biofilm 0,125 a4 mg.mL™ ~ 10 a 100 % d’inhibition
-inhibition de biofilm préformé 0,25 44 mg.mL™ ~ 10 a 90 % d’inhibition
Hinokitiol -inhibition de la formation de biofilm 3,1 pg.mL* 50 % d’inhibition (201)
-inhibition de biofilm préformé 200 & 400 pg.mL™ 50 % d’inhibition
-inhibition des génes impliqués dans 1’adhérence (HWP1, ALS3) 0,8 pg.mL'1 -
dans la formation et la maintenance des hyphes (UEM6, HGC1)
et dans la voie de la protéine kinase AMPc (RAS1, CYR1)
Isopulégol -inhibition de la formation de tube germinatif 0,062 40,5 mg.mL™ ~ 25 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de formation du biofilm 0,2544 mg.mL* ~ 45 a 95 % d’inhibition
-inhibition du biofilm préformé 234 mgmL™t ~ 100 % d’inhibition
Laurus nobilis | -inhibition de I’adhésion des levures 05a1mgmL" 0 a 25 % d’inhibition (302)
-inhibition de la formation de biofilm sur 48 h aprés 1 minute 0,25 et 1 mg.mL™* 0 a 25 % d’inhibition
d’incubation
-réduction du biofilm mature aprés 1 application pendant 1 0,25a1 mg.mL™ 25 a 50 % de réduction
minute toutes les 8h pendant 24 a 48h
Linalol -inhibition de la formation du tube germinatif 0,25a4 nM 40 a 100 % d’inhibition (193)
0,062 a1 mg.mL™ ~ 10 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de la formation de biofilm 0,12544 mg.mL™ ~ 10 a 95 % d’inhibition
0,25a8 nM 16 a 100 % d’inhibition (193)
-éradication de biofilm préforme 2a16nM 17 a 85 % d’inhibition
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0544 mg.mL™ ~ 10 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de I’expression des génes HWP1 et ALS3 codant let4nM 73 a 100 % d’inhibition (193)
pour des adhésines de surface
-inhibition de I’expression des génes EED1, UME6 et HGC1 let4 nM 63 a 97 % d’inhibition
impliqués dans I’initiation et la maintenance des hyphes
-inhibition de I’expression des génes RAS1, CYRI et CPHI let4 nM 47 a 87 % d’inhibition
impliqués dans les voies de signalisation PKA-AMPc et MAPK
Melaleuca -inhibition de la formation de biofilm 0,016 a 0,25 % 79 a 100 % d’inhibition (175)
alternifolia -inhibition de 1’adhésion des levures sur le polystyréne 0,008 20,25 % 0 a 73 % d’inhibition
-inhibition de 1’adhésion des levures sur des cellules épithéliales 0,016 a 0,062 % 0 a 73 % d’inhibition
humaines
-réduction de I’hydrophobicité de surface des levures 0,125 % 14 a2 46 % de diminution
-éradication de biofilm mature présent sur la langue de rats 12,5 % 100 % d’éradication (303)
Melissa -réduction de la sécrétion d’enzymes hydrolytiques (protéases, 0,097 % Réduction variable (299)
officinalis phospholipases et hémolysines) aprés 1h d’incubation
-inhibition de la formation de tube germinatif 0,024 et 0,049 % > 295 % d’inhibition
-inhibition de 1’adhésion sur des fibroblastes murins apres 1h 0,097 % ~ 50 % d’inhibition
d’incubation
Mentha -inhibition de 1’adhérence des levures 0,78 et 1,56 mg.mL™ 29 et 76 % d’inhibition (268)
suaveolens -inhibition de la formation de biofilm 0,78 et 1,56 mg.mL™ 72 et 76 % d’inhibition
Menthol -inhibition de la formation de tube germinatif 0,125 42 mg.mL™ ~ 5 a 100 % d’inhibition (202)
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-inhibition de formation du biofilm 0,062 24 mg.mL™ =~ 15295 % d’inhibition
-inhibition de biofilm préformé 0,25a8 % 27 & 75 % de réduction (270)
Monoterpénes | -inhibition de la formation de tube germinatif 0,252 mg.ml™ ~10-20 % a 65-100 % (202)
(pinéne, camphéne, d’inhibition
p'cy“Té“e’ v -inhibition de la formation de biofilm 0,062 a4 mg.ml* | ~0-10 & 30-80 % d’inhibition
t:i::;:se excepté le limonéne 100 %
limonéne, myrcéne) d’inhibition
Myrtus -inhibition de la formation de biofilm vis-a-vis de 5 souches 0,125 % 0 a 100 % d’inhibition (203)
communis différentes
Nérol -inhibition de la formation de tube germinatif 0,031 20,25 mg.mL™ ~ 10 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de formation du biofilm 0,062 44 mg.mL™ ~ 5 a 100 % d’inhibition
Ocimum -inhibition de I’adhérence des levures 0,039 et 0,156 % 50 et 90 % d’inhibition (229)
basilicum -inhibition du biofilm préformé 0,078 et 0,625 % 50 et 90 % d’inhibition
-inhibition de la formation de biofilm de souches résistantes ou 1,25 et 2,5 pg.ml™ 68 et 89 % d’inhibition (225)
sensibles au fluconazole
Pelargonium -inhibe la formation de biofilm sur polyéthyléne et polyuréthane 1,82 ug.mL* 60 et 57 % d’inhibition (275)
graveolens -réduit le taux de protéine lors de la formation du biofilm sur 1,82 pg.mL™* 50 et 39 % de réduction
polyéthylene et polyuréthane
-réduction du taux d’ATP lors de la formation du biofilm sur 1,82 pg.mL™ 81 % de réduction
polyuréthane
-diminution de la rugosité de surface du biofilm en croissance 1,82 pg.mL*
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-réduction de la sécrétion d’enzymes hydrolytiques (protéases, 0,097 % Réduction variable (299)
phospholipase et hémolysines) aprés 1h d’incubation
-inhibition de la formation de tube germinatif 0,024 et 0,049 % > 295 % d’inhibition
-inhibition de I’adhésion sur des fibroblastes murins apres 1h 0,097 % 25 % d’inhibition
d’incubation
Piper -inhibition de la formation du tube germinatif 0,062 20,5 % 76,8297,3 % (222)
claussenianum | -inhibition de la formation de biofilm aprés 24h d’incubation 0,06a1% 28,9 4 32,5 % d’inhibition
-inhibition de la formation de biofilm aprés 48 h d’incubation 025al1% ~ 50 % d’inhibition
-inhibition de biofilms préformés 0,06a1% 47,2 4 63,9 % d’inhibition
Satureja -inhibition de formation du biofilm 50 44800 pg.mL™ 1 a 91 % d’inhibition (304)
hortensis -inhibition de biofilm préétabli 50 44800 pg.mL™ 1 292 % d’inhibition
Syzygium -inhibition de formation du biofilm 50 & 200 pg.mL™* 27 a 57 % d’inhibition (298)
aromaticum -bactéricidie envers les levures sessiles 800 pg.mL™ ~ 60 % en 18 het 80 %
d’inhibition en 48 h
-réduction de la sécrétion d’enzymes hydrolytiques (protéases, 0,097 % Reéduction variable (299)
phospholipase et hémolysines) apres 1h d’incubation
-inhibition de la formation de tube germinatif 0,024 et 0,049 % > 295 % d’inhibition
-inhibition de 1’adhésion sur des fibroblastes murins aprés 1h 0,097 % 31 % d’inhibition
d’incubation
Thymbra -réduction de la biomasse de biofilm préformé 0,032 et 0,64 pl.mL™ 28,4 et 72 % de réduction (228)
capitata -réduction de I’activité métabolique de biofilm préformé 0,032 et 0,64 pl.mL™ 28 et 62 % d’inhibition
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Thymol -inhibition de la formation de tube germinatif 0,031 40,062 mg.ml™ =~ 75 a 100 % d’inhibition (202)
-inhibition de la formation de biofilm 0,062 a4 mg.ml™ ~20a 100 % d’inhibition
0,005 a 0,01 % ~ 98 % d’inhibition (206)
-inhibition de biofilm préformé 0,062 a 4 mg.ml ~ 15 290 % d’inhibition (202)
0,258 % 34 275 % d’inhibition (270)
Trans- -inhibition de 1’adhésion des levures 0,062 3 2 mg.mL™ ~ 20 a 100 % d’inhibition (215)
cinnamaldéhyde | -inhibition de la formation de tube germinatif 0,031 40,125 mg.mL™ ~ 75 a 100 % d’inhibition
-inhibition de formation du biofilm 0,062 40,5 mg.mL™ ~ 30 a 100 % d’inhibition
-inhibition de biofilm préformé 0,25 a4 mg.mL™ ~ 30 a 100 % d’inhibition
Ziziphora tenuior | -inhibition de la formation de tube germinatif 0,0820,32 uL.mL™* 19 2 100 % d’inhibition (227)
-réduction de I’activité métabolique de biofilm préformé 0,3242,5uL.mL™ 15 & 33 % de réduction
-réduction de la biomasse de biofilm préformé 0,32425uL.mL™ 19 a 55 % de réduction
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L’ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon et I’Université Claude Bernard Lyon 1
n’entendent donner aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans les theses ;

ces opinions sont considérées comme propres a leurs auteurs.

L’ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon est engagé dans une démarche de lutte contre le
plagiat. De ce fait, une sensibilisation des étudiants et encadrants des théses a été réalisée avec
notamment ’incitation a I’utilisation d’une méthode de recherche de similitudes.
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Interéts des huiles essentielles dans la lutte contre I’antibio-résistance induite par les
biofilms

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2017, 220 p.

RESUME
Les avancées dans les données de la microbiologie montrent que les biofilms correspondent
au mode de vie majoritaire des microorganismes, de nombreuses études abordent le sujet et
nous font prendre conscience de I’impact majeur qu’ils ont dans de nombreux domaines, et
particulierement en santé humaine puisqu’ils sont responsables de tolérance et de résistances
aux antibiotiques. Dans ce travail de thése, nous abordons dans un premier temps de fagon
générale, les mécanismes, ainsi que les facteurs favorisant la formation des biofilms, tout
comme les complications qu’ils entrainent lors de la prise en charge des patients. Dans un
second temps, une analyse de la littérature est réalisée afin de s’intéresser au potentiel anti-
biofilm des huiles essentielles (HE) a travers 3 agents infectieux : une bactérie a Gram négatif
(Escherichia coli), une bactérie a Gram positif (Staphylococcus aureus) ainsi qu’une espéece
fongique (Candida albicans). Ce travail fait ainsi ressortir les avantages des HE et met en
avant leurs mécanismes d’action. Si les problémes de volatilité et de faible solubilité dans les
milieux biologiques des HE sont en partie palliés par des modifications galéniques ou par
I’emploi des nanotechnologies, les données actuelles trés limitées de toxicologie chez
I’Homme représentent un réel frein a leur usage en pratique. Néanmoins, les dernieres

avancées montrent que les HE possédent un intérét sans équivoque dans la lutte future contre

les biofilms.
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