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Résumé

Face a I’échec thérapeutique et les cotits plus ¢élevés des traitements des infections dues aux
bactéries résistantes, la recherche de nouvelles molécules bioactives capables d'inhiber la
formation de biofilms comme les polysaccharides issus des végétaux est devenue necessaires

pour lutter contre les infections nosocomiales
La méthode de plaque de culture de tissus (TCP) a été utilisée dans les deux articles traités
dans le but de la détection du I’effet de deux polysaccharides sur le biofilm de quelques
souches pathogeénes. Les résultats des cing articles étudiés confirment que le galactane et
I'alginate avaient un effet inhibiteur de la formation du biofilm de Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus epidermidis respectivement. Des recherches plus approfondies sont
nécessaires pour la valorisation de ce produit naturel pour le traitement et I’¢limination de

biofilm.
Mots clés : plante médicinale, polysaccharides, biofilms, inhibition

Abstract

Faced with therapeutic failure and the higher costs of physical treatments for infections due to
resistant bacteria, the search of new bioactive molecules capable of inhibiting the formation of
biofilms such as polysaccharides from plants has become necessary to fight nosocomial
infections

The tissue culture plate (TCP) method was used in both articles for the purpose of detecting
the effect of two polysaccharides on the biofilm of some pathogenic strains. The results of the
three articles studied confirm that galactane and alginate had an inhibitory effect of the
formation of the biofilm of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus epidermidis
respectively. Further research is needed for the valorization of this natural product for the
treatment and elimination of biofilm

Keywords: medicinal plant, polysaccharides, biofilms, inhibition
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Introduction

Dans les années 90, un lien a été établi entre les biofilms et certaines infections. En fait on
estime que plus de 60 % des infections nosocomiales sont liées a la formation des biofilms.
On appelle un biofilm lorsque des populations de bactéries adhérent entre elles et poussent sur
un support solide. Dans ces structures, les bactéries acquiérent de nouvelles propriétés comme
celles de résister fortement aux antibiotiques et aux attaques du systeme immunitaire (Valle et
al .,2006).

Lorsque le support du biofilm est un dispositif médical : une prothese, sonde ou un cathéter, il
peut constituer un réservoir de bactéries pathogénes a l'origine d'infections nosocomiales
particulierement difficiles a diagnostiquer et a traiter, ce qui peut entrainer de graves
complications pour le patient (Valle et al .,2006).

L’éradication des biofilms pose un réel probleme dans le domaine médical a cause de sa
grande résistance face aux antibiotiques et aux antiseptiques (Matyar et al., 2008).(Figure
01).

Face a 1’échec thérapeutique et les cotts plus élevés des traitements des infections dues aux
bactéries résistantes, les chercheurs s’orientent aujourd’hui vers la recherche de nouvelles
molécules bioactives capables d'inhiber la formation de biofilms et donc lutter contre les

infections nosocomiale.

Plusieurs études montrent que certains polysaccharides d'algues (Saeki., 1994), de plantes
(Xu et al., 2010), et d'animaux (Yosovich et Gilboa-Garber., 2009) pourraient également

présenter une activité anti-biofilm.

Le but de notre étude est de tester in vitro le pouvoir antibiofilm des polysaccharides extraits
de plantes.

Suite aux situations de la pandémie du Covid-19, notre objectif reste irréalisable, en raison de
la fermeture des laboratoires de recherche. En conséquence, nous avons orienté notre travail
sur la réalisation d’une synthése des quatre articles portant sur ’effet de polysaccharides sur

la forme biofilm de certaines bactéries.
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Synthese bibliographique

I-  Généralité sur les polysaccharides

Le présent chapitre traite quelque généralité sur les polysaccharides végétaux et leurs
activités biologiques ; y compris l'activité anti-biofilm.

Les polysaccharides, ainsi que des acides nucléiques et des protéines sont l'un des trois
catégories de polyméres qui existent partout dans la nature, dont les premiers sont les
macromolécules les plus répandues (végétaux, animaux et méme chez les microorganismes)
(Warrand, 2004).

Ces macromolécules sont les composés structuraux dominants de la paroi des végétaux (ex :
cellulose, alginates...). lls présentent une variabilité structurale et une richesse de propriétés
physico-chimiques, liees a leur biosynthese, que I'on ne rencontre chez aucune autre classe

d'organismes (Warrand, 2004).

Ces substances sont présentes chez tous les étres vivants, dont les végétaux comme
L’amidon, la cellulose, les hémicelluloses et les pectines (Ruff, 2008).

Les polysaccharides vegétaux sont classes sur la base de leur fonction et leur nature : de
réserve, de structure, et les polysaccharides exsudats.

Les polysaccharides ont des propriétés physico-chimiques remarquables qui aboutissent a de
nombreuses applications industrielles dans I’agro-alimentaire, la médecine, le domaine

cosmétique, I’'industrie papeticre...etc.

En raison de la large source de polysaccharides végétaux, la composition moléculaire et le
poids moléculaire des polysaccharides végétaux dans les espéces sont différents. Les
polysaccharides jouent de nombreux réles essentiels dans la biologie des systemes vivants, y
compris le stockage de I'énergie, la transduction de signal cellulaire, un soutien structurel.et
ils ont de nombreuses activités biologiques, telles que la régulation immunitaire, l'activité
antitumoral, I'activité anti-virus, la prévention hypoglycémique, etc.., et la plus intéressante

c¢’est ’activité anti-biofilm (Chen et Huang, 2018b).



Synthese bibliographique

I-1- Définition des polysaccharides

Les polysaccharides sont les macromolécules les plus abondantes sur Terre et dans les
océans. Ce sont les éléments structuraux majeurs de la paroi des vegétaux (Theo et al ;
2008).

Les polysaccharides sont des macromolécules glucidiques naturelles composés des unités
répétitives de monosaccharide reliés entre elles par des liaisons glycosidiques. Ce sont des
substrats solides qui se présentent sous la forme de fibres, de granules ou de gels. Chaque
polysaccharide est caractérisé par un degré de polymérisation bien déterminé et un type de
liaison entre les monomeres (Chen et Huang, 2018).

Ils ne sont pas seulement utilises comme réserves énergétiques par les étres vivants, mais

également pour assurer de nombreuses fonctions biologiques (Yang et al ; 2009).

I-2- Classification des polysaccharides vegétaux

Les polysaccharides extraits des plantes ont récemment attiré une attention croissante de la

recherche en raison de leurs activités biologiques tres importantes (Liu et al., 2015).
a-Polysaccharides de réserve

Les polysaccharides de réserve sont des ressources caloriques. Le plus connu d’entre eux est

I’amidon (nommé fecule), qui est synthétisé uniquement par les plantes (Yves, 2008).
L’amidon

L’amidon est une des principales matiéres de réserve glucidique des végétaux et le premier
aliment énergétique chez I’homme. Les granules d’amidon contiennent deux types de

polymere, I’amylose linéaire et I’amylopectine fortement ramifiés (Jérdme et al., 2004).

L’amidon est stocké sous forme de granules de semi-cristallines discretes chez les plantes

supérieures (Cai et al., 2015).

La formation du maltose est due a une réaction d’hydrolyse enzymatique de l'amylase sur

I’amidon.
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Fructanes

Les fructanes sont des polymeéres qui se composent principalement ou exclusivement de
fructose lié par une liaison f-(2—1) ou B-(2—6) a une molécule de glucose terminal (SIMS,
2003), synthétisés a partir du saccharose. Ils présentent une grande diversité de structure
selon ’espece végétale qui les synthétise et constituent une forme de réserve glucidique au

méme titre que le saccharose et ’amidon (Pollok et Cairn, 1991 ; Hincha et al., 2007).

Ce sont des glucides hydrosolubles, tout comme les sucres simples tels que le glucose, le
fructose et le saccharose. Ils jouent un rble dans la protection des plantes contre la
sécheresse, le froid et I'hyper salinité par la protection des lipides membranaires au cours de
la phase de transition exprimee par les cellules au moment de stress (Ritsema et Smeekens,
2003).

b-Polysaccharides de structure

Les polysaccharides de structure constituent la paroi des cellules végétales, sont tres stables
et trés rigides et ne sont pas assimilables par I’étre humain. Cependant ils jouent un rdle
essentiel dans 1’alimentation humaine : ce sont les fibres alimentaires, dont les plus connues

sont la pectine et la cellulose (Yves 2008).
La cellulose :

Est la molécule organique la plus abondamment synthétisée sur la planete hors de la
photosynthése elle joue un réle essentiel dans la structure des plantes et c’est la constituant
majeur des fibres végétales (Marouf et al ; 2009). C’est une molécule stable, et c’est le
constituant principal de la paroi cellulaire des végétaux (Paris et Hurabielle, 1981)
représentant 15 a 30% de la masse seche de la paroi primaire (Bret, 2000). On peut 1’utiliser
pour fabriquer de I’alcool, elle est utile au bon fonctionnement des intestins puisqu'elle

forme des fibres végétales.
Hémicelluloses

Les hémicelluloses représentent, aprés la cellulose, les polysaccharides de la matrice. Elles
peuvent étre ramifiées et constituent pas mal de fois des molécules de réserve. De plus, leur

structure dépend de leur origine,de I'age des cellules, du tissu ou du type cellulaire, et de leur
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localisation dans la paroi végétale. Elles different de la cellulose par I’hétérogénéité de leur
composition monosaccharidique(Brudieux, 2007 ; Benhamou, 2009 ; Aboughe, 2010).

Pectines

Les pectines sont des macromolécules glucidiques, précisément d’origine végétale. Ce sont
les principaux constituants de la lamelle moyenne des parois cellulaires. Elles sont

essentiellement composées d’acides galacturoniques (Delattre, 2005).

Elles forment alors un véritable ciment biologique (ciment pectique) qui rattache les cellules
les unes aux autres (Prat et al., 2002). Elles se retrouventdans la matrice des parois primaires

également, et en trés faible quantité dans les parois secondaires des cellules.

Les pectines sont abondantes dans les fruits tels que la pomme et le citron ou leur nature
évolue avec 1’age des tissus : d’abord insolubles elles assurent la rigidité des tissus, puis elles

sont dégradées en sucres et en acides par des enzymes au cours du marissement.

La variabilité structurale des pectines en fait I’'un des polysaccharides pariétaux les plus

complexes. On peut distinguer deux sous catégories :

Les substances pectiques acides (homogalacturonane,rhamnogalacturonane | et I1)
Les substances pectiques neutres (arabinanes, galactanes, arabinogalactanes).

c- Polysaccharides exsudats (gommes et mucilages)

Les gommes et les mucilages sont des substances entre lesquelles il n'y aucune différence
chimique précise (Guignard, 1996). Ce sont des saccharides hétérogénes qui ont la propriété
commune de gonfler au contact de l'eau donnant une masse gélatineuse ou des solutions

colloidales.
Les gommes

Ce sont des constituants pathologiques obtenus par traumatisme de différentes origines. Les
gommes végétales en contact de ’eau forment des gels ou des solutions colloidales et que
I’on regroupe parfois sous le vocable d’hydrocolloides (Merghem, 2009). Ces composés
d'association des unités de monosaccharides liés via des liaisons glycosidiques (Warrand,

2004), contenant des acides uroniques.
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Les gommes sont insolubles dans les solvants organiques ce qui les différencie des résines.
Selon la période de récolte, la viscosité de la gomme se varie : elle diminue en période de
pluies et augmente en période séche. Le calibrage de la gomme tient compte de plusieurs

variables physico-chimiques dont la viscosité (Bruneton, 1999).
Les mucilages

Les mucilages sont généralement des dérivés pectiques, un polysaccharide acide qui forme
des gels dans la matrice extracellulaire, ou des xylanes et renferment souvent des oses neutres
(xylose, galactose,arabinose, rhamnose...) et des acides uroniques (acide galacturonique, acide

glucuronique). Il est présent dans toutes les parois cellulaires (Delattre, 2005).

Leur fonction est la capacité de retenir 1’eau. Cette particularité leur confére de nombreuses
applications industrielles dans les domaines des matériaux biologiques, cosmétiques et
alimentaires. 1ls sont trés utiles aussi bien en usage externe qu’en usage interne; ils sont
appréciés pour leurs effets adoucissants (plaies, infections).Administration orale, cas de

maladie pulmonaire (Zabeirou, 2001).

Ce sont les composants normaux des cellules: ils agissent sur I’hydratation de la cuvette des
selles en augmentant le volume, ils stimulent le transport et favorisent la reproduction des

bactéries.

I-3- Application des polysaccharides

Les polysaccharides natifs sont non toxiques, biocompatibles, biodégradables, hydrosolubles

et ont la capacité de gonflement (Yang et al., 2015).

Ceux-ci ont des propriétés qui sont largement utilisées dans divers secteurs industriels, dans
I’industrie alimentaire(comme ¢épaississant) et le domaine pharmaceutique (substances
biocompatibles, agents thérapeutiques).En effet, les interactions protéine-polysaccharides
jouent un rble important dans de nombreux processus physiologiques et

pathologiques(thrombose, inflammation, métastase, infertilité, etc) (Roger, 2002).

Parmi les propriétés rhéologiques, il y a les hydrogels et les cryogels obtenus a partir d’un
mélange de protéines et de polysaccharides, qui permettent un fonctionnement dans les
conditions de la technologie de culture cellulaire. Les hydrogels et les cryogels ne présentent

pas de cytotoxicité.
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Ils assurent la viabilité cellulaire dans des milieux de culture standards, le hyaluronate de

sodium (NaHyane) et le gellane comme exemple (Ignat, 2012).

Une variété de polysaccharides a été utilisée en santé humaine,a savoir le chitosane,la
cellulose,l’alginate,le dextran,l’amidon I’acide hyaluronique,l’héparine,le K-carraghénane, la

pectine et la gomme agar (Persin et al ., 2011).

I-4- Activités biologiques des polysaccharides

Que la source soit animale, végétale ou microbienne,la diversité structurale des
polysaccharides confere a ses macromolécules de multiples activités biologiques (Colliec-
Jouault et al ., 2004).

Les polysaccharides extraits des plantes ont récemment attiré une attention croissante de la

recherche en raison de leurs activités biologiques tres importantes (Liu et al., 2015).

L'effet anticoagulant est defini comme [l'inhibition de la formation de thrombine active dans
le plasma, alors que l'effet antithrombotique est défini comme l'inhibition de la formation de

la thrombose et/ou de sa croissance (Colliec et al.,; 1990).

Une activité antioxydant et hépato protectrice : contre des lesions et les pathologies induites
par divers produits chimiques (CCl4, D Galactosamine, paracétamol, alcool). L'activité

immunostimulante, antivirale... et la plus intéressante.
L’activité antibiofilm

La production de polysaccharide antibiofilm semble étre une capacité bien conservée nature.
Les preuves suggerent que certains polysaccharides d’algues, d’animaux et surtout de plantes
peuvent présenter une activité antibiofilm. Divers polysaccharides isolés des plantes, y
compris les fruits de gombo (Lengsfeld et al., 2004 ; Wittschier et al., 2007), Aloe vera (Xu
et al., 2010), racine de réglisse (Wittschier et coll.,2007 ; 2009), et ginseng (Lee et al., 2004
; 2006 ; 2009),ont été montrés pour inhiber la liaison de Helicobacter pylori aux cellules

gastriques et a la mucine in vitro.

D’autre part, on sait depuis longtemps que les oligosaccharides végétaux et humains
bloquent I’adhérence bactérienne aux surfaces et limitent donc la formation de biofilms

(Lane et al, 2010). De nombreux rapports révelent le potentiel d’utilisation
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d’oligosaccharides pour inhiber I’adhérence des pathogénes aux cellules hotes et

colonisation.

Par exemple, il a été démontré que les galactooligosaccharides réduisent 1’adhérence des
e.coli entéropathogéene et Cronobacter sakazakii a plusieurs lignées cellulaires intestinales
(Shoaf et al.,, 2006 ; Quintero et al., 2011). Il a également été démontré que les
oligosaccharides inhibent 1’adhérence de plusieurs agents pathogenes respiratoires, y compris
Yersinia pestis, Legionella pneumophila, Bacillus anthracis et Burkholderia pseudomallei
(Thomas et Brooks, 2004a ; 2004b).

10
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II-  Généralité sur les biofilms

La plupart des micro-organismes (bactéries et champignons) dans la nature favorisent un
mode de vie en communautés ou se trouvent fixées sur un support plutdt que libres et isolées

dans le milieu environnemental.

L’attachement sur une surface est une « stratégie de survie » qui permet a la bactérie de

s’installer et de coloniser un environnement.

Le transfert de bactéries d’une surface a une autre peut réduire 1’état flottant(libre). Apres
attachement sur un support, les bactéries vont mettre en place et développer une communauté
organisee a laquelle William Costerton a donné le nom de « biofilm » (Fillox et Vallet, 2003).

I1-1- Historique

On attribue la découverte des biofilms a I’inventeur du microscope Antoni VanLeeuwenhoek

(1632-1723) ; qui observa vers 1683 avec cet appareil des communautés de microorganismes

au niveau de ses dents (Donlan, 2002).

250 ans plus tard... En 1932 ; Hennerici observa des communautés bactériennes fixées sur ces
lames lors 1’expérience visant a observer la croissance des algues sur des lames de verre
placées dans un aquarium. Il délivrait I’hypothése que la plupart des bactéries vivant en milieu
aqueux ne sont pas sous la forme planctonique, mais plutot elles sont organisées sous forme de

communautés sessiles fixées a une surface (Hennerici, 1932 ; Trautner et al., 2009).

Heukalakian & Heller (1940) observent « I’effet de bouteille » en 1940 : la fourniture d’un
substrat solide auquel des microorganismes marins peuvent s’attacher augmente leur

croissance et activité métabolique.

Zobell observe que dans le milieu marin la quantité de bactéries fixées a un substrat est

largement supérieure a la quantité de bactéries libres dans la phase liquide (Zobel ,1943).

Jones a ¢étudi¢ les filtres des usines de traitement de I’eau en utilisant la microscopie
électronique a transmission a balayage en 1690.Characklis (1969) a démontré en 1969 que
les dépots microbiens dans les conduites d’eau des systémes industriels semblent étre tenaces

et résistants aux désinfectants .

11
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En 1978, sur la base de l’observation de I'ultrastructure de la plaque dentaire et de
communautés microbiennes sessiles dans les torrents de montagne, Costerton (1978).

propose la théorie des biofilms

11-2- Définition

Le biofilm est une communauté microbienne structurée(bactérie,champignons,algues),enrobée
d’une matrice polymere et fixée a la surface pour s’y développer.. Il présente une structure
trés organisée. En effet, les micro-organismes d’un biofilm vont acquérir certains caractéres
qui leur permettent de s’adapter a ce mode de vie et aux microorganismes qui les entourent
(Figure 02) (leur organisation interne, leur métabolisme, la communication chimique que les
cellules échangent entre elles... (Nielsen, 2000).

Le biofilm est défini comme un ensemble des cellules microbiennes agrégées, entourées

d’une matrice polymérique autoproduite et pouvant contenir des composants de 1’hote, Cette

matrice représente jusqu’a 85% du volume total du biofilm. Elle servira de protection pourles

facteurs environnementaux. Sa destruction sera donc difficile (Stoodley et al., 2012).

Figure 02 : le biofilm bactérien

12
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11-3- Diversité des biofilms

Dans la nature, les bactéries existent sous deux formes : la forme planctonique (bactéries

flottant librement dans leur environnement) et le biofilm (Costerton, 1978).

Elles peuvent passer d’une forme a I’autre. Lorsqu’elles sont sous forme planctonique, les
bactéries se multiplient et colonisent I’environnement. Cette forme est minoritaire. Le

principal mode de survie dans I’environnement est sous forme de biofilm.

Les biofilms présentent une grande diversité au niveau structurale, ils peuvent étre composés
d’une espéce de micro-organismes : homogene ou de plusieurs especes : hétérogéne,
I’épaisseur de la couche microbienne est variable (uneou plusieurs couches de microbes) ;

I’organisation variera selon le biofilm.

Les biofilms présents dan I'environnement lumineux (soleil) seront principalement composés
d’organismes phototrophes, ils vont mettre aprofitent de I'énergie lumineuse pour réaliser la
synthése de leurs aliments (algues unicellulaires, cyanobactéries...). Quant aux biofilms
présents dans un environnement dépourvu de Ilumiere, les microorganismes seront
principalement hétérotrophes (micro-organismes qui vont dégrader la matiere organique) et

chimiotrophes (oxydation de substances minérales) (Wanner, 2006).

11-4- Les constituants d’un biofilm

Un biofilm est constitué de micro-organismes agglomérés entourés de la matrice qu’ils
synthétisent. La matrice inclut tous les éléments du biofilm. L un des composants principaux
est l'eau (la quantit¢ d'eau dans un biofilm peut aller jusqu'a 97%) d’ou la propriété
hydrophile de la plupart des biofilms (certains biofilms peuvent étre hydrophobes). Un
biofilm est aussi composé de polysaccharides sécrétés par les micro-organismes, de produits
de dégradation et de substances issus du milieu extérieur. Il y a également de ’ADN, ARN et
des lipides. Des canaux et pores existent également pour permettre I’écoulement d’eau,
d’oxygene, de nutriments, et d’ions... Ils joueront également un rdle dans 1’élimination des

déchets ( Clutterbuck et al., 2007).

Au sein d’un biofilm, les micro-organismes représentent 2 & 15 % du mateériel. Quant a la
matrice extracellulaire, elle représente 50 a 90 % de la masse organique carbonée d’un
biofilm. La matrice d’exopolysaccharides a un rdle structurale important, sa présence

présente des avantages comme par exemple la protection des micro-organismes contre les

13
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facteurs environnementaux, de plus il confére une résistance aux agents de dégradation

microbiens par exemple (Flemming, 2001 ; Sutherland, 2001).

En se liant aux agents antimicrobiens, la matrice les empéche de pénétrer dans le biofilm.

Ainsi, elle joue aussi un role dans les propriétés d’antibiorésistance (Donlan, 2002).

La matrice est créée grace a la production de substances polymériques extracellulaires (EPS,
Extracellular polymeric substances) par les micro-organismes. Les organismes produisent
différentesquantités d’EPS et cette quantité augmente a mesure que le biofilm vieillit. Les
EPS peuvent sassocier a des ions métalliques, des cations divalentes, et a d'autres

macromolécules (telles que des protéines, des ADN, des lipides...) (Flemming , 2001).

Comme nous le savons tous,la production d'EPS est affectée par I'état nutritionnel de son
milieu de croissance. Un exces en carbone disponible et une quantité faible en azote, en
potassium ou en phosphore favorisent la synthese des EPS. Une croissance bactérienne lente

augmentera egalement la production des EPS (Sutherland, 2001).

I1-5- Formation du biofilm

Le mécanisme de formation des canaux de biofilm passe par plusieurs étapes, les chercheurs
en ont identifié cing (Figure 03). Les micro-organismes existent dans le milieu liquide, et se
déplacent en raison de la gravité qui s’écoule et du mouvement des flagelles. En s’approchant
d’une surface, des forces d’attraction physico-chimiques interviennent, elles vont conduire a

une interaction réversible entre I’organisme et la surface.
Adheésion réversible

C’est le contact avec le substrat que [Pattraction de Van Der Waals, et la répulsion

¢lectrostatique peuvent s’exercer (Chmielewski et Frank, 2003).
Adhésion irréversible

La sécrétion d’exopolymeres par les bactéries facilite leur fixation au support et conduit a
des fortes interactions avec des liaisons covalentes entre les bactéries et la surface, grace a la

présence des flagelles, des plis et des adhésines (Vallet et al., 2001).

Formation de microcolonies

14
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Une fois ’attachement des bactéries est irréversible, les bactéries commencent a se diviser et
a former des microcolonies (Chmielewski et Frank, 2003) couvrant toute ou une partie de la
surface (Stanley et al., 2003) .

Maturation du biofilm

Au sein du biofilm mature, les microorganismes sont séparés par des canaux agqueux qui
forment un réseau de circulation permettant d’une part d’acheminer 1’oxygéne et les
nutriments dans les régions enfuies du biofilm et d’autre part d’évacuer les déchets (Filloux et
Vallet, 2003). Le développement de ces microcolonies traduit le stade de maturation du
biofilm et la colonisation de nouvelle surface (Roux et al., 2006).

Dispersion du biofilm
Le détachement des bactéries s’effectue en trois étapes (Kaplan, 2010):

- Détachement des cellules de la colonie du biofilm.
- Translocation des cellules vers un nouvel emplacement

- Fixation des cellules a un substrat dans le nouvel emplacement

1- Adhésion 2 - Fixation 3 - Formation 4 - Formation 5 - Prolifération

bactérienne batérienne et croissance du biofilm et détachement

primaire irréversible des colonies bactérien source
d'infection
chronique

Figure 03 : les étapes de formation du biofilm
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11-6- Avantages du mode de vie en biofilm

Le mode de vie en biofilm apportera des avantages aux micro-organismes.Favoriser le
partage de nutriments dans le biofilm. L’organisation complexe permet une coopération entre
micro-organismes dans les systémes de dégradation de certains nutriments complexes
(Tomlin, 2005).. Ainsi, le produit de dégradation d’un substrat utilis¢é par un micro-

organisme pourra étre utilisé par un autre microorganisme.

Un biofilm apporte également une protection mécanique, c’est grace a la matrice
d’exopolysaccharides. 1l protége les cellules du biofilm du dessechement (Clutterbuck,
2007). Elle empéche également que les micro-organismes soient emportés par le courant. La
matrice agit également comme une barriére filtrante, en empéchant les conservateurs, les

détergents et les antibiotiques de pénétrer dans le biofilm (Costerton, 1999).

Le mode de vie de biofilm apporte des bénéficesmétaboliques aux micro-organismes qui le
composent : économie d’énergie et constitution de reserves.lI’organisation communautaire de
la biomembrane optimise Le mécanisme de capture de substrat réalisant ainsi une réelle
économie d’énergie (Bury-Moné, 2007). Les micro-organismes situés dans les couches
internes du biofilm auront une activité métabolique diminuée. De plus, les échanges de

matériel génétique entre les microorganismes est plus facile.

I11-7- les biofilms et les infections nosocomiales :

Le biofilm est une communauté de micro-organismes en contact avec une surface. Bien que
bénéfiques dans la plupart des environnements, les biofilms bactériens formés sur des
implants ou lors d’infections chroniques constituent des réservoirs de pathogenes a l'origine

de nombreuses infections nosocomiales difficiles a traiter(Le beaux et Ghigo ,2012)

Ils peuvent se développer sur des tissus animaux et végétaux, et méme sur des dispositifs
médicaux a I’intérieur du corps humain tels que les cathéters, les valves cardiaques ou les
prothéses deshanches. Les biofilms protegent les micro-organismes du systeme immunitaire
et augmentent leur résistance aux antibiotiques. Il s’agit de 1'une des plus importantes

menaces pour les patients en milieux hospitaliers (Snarr et al., 2012 ).
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I- Les bactéries utilisées

Apres lecture de deux articles, nous remarquons que les souches bactériennes utilisées sont
soit des souches de référence ou des souches isolées a d'un patient infecté par un dispositif
implanté infecté (Chmit et al., 2014).

Tableau 01: les souches utilisées

Espéces Souches Références

Staphylococcus epidermidis | Staphylococcus epidermidis Cl1P444

Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis ATCC 29212
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus ATCC 25923 Chmit et al., 2014
Escherichia coli Escherichia coli ATCC 35218

Pseudomonas aeruginosa | Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 216
Grishin et al ., 2019

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa PAO1

II-  Capacité des bactéries isolées a former un biofilm

Les auteurs des articles traités ont essayé¢ d’étudier la capacité des bactéries a former des

biofilm en utilisant la technique de plaque de culture de tissus (TCP). (Figure 04)
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Figure 04 : méthode de plaque de culture des tissus

Les suspensions bactériennes des souches testées ont ¢été ajustées a 1’aide d’un
spectrophotométre dans le milieu de croissance puis déposées dans les puits d’une microplaque
a 96 puits, la plaque était incubée a 37°C pendant 24h (Chmit et al., 2014) et a 36°C pendant
24h (Grishin et al ., 2019).

Apres incubation les plaques sont lavées afin d’éliminer les bactéries non adhérées, le biofilm

forme est ensuite coloré et détecté.
I11-  Activité anti-biofilm des polysaccharides

L’¢tude de I’activité anti-biofilm de galactane des pommes de terre et les polysaccharides

(alginate, fucoidane, laminarane) de laurier a éte réalisée par la méthode de TCP.

Une suspension bactérienne était distribuée dans chaque puits de plaque en polystyrene a 96

puits en présence de milieu de culture, les molécules a tester étaient ajoutées a des
concentrations différentes.

Apres I’'incubation pendant 24h a 37°C, les cellules planctoniques ont été retirées et chaque
puits de la microplaque est lavé et coloré par le cristal violet. Les biofilms colorés ont été
solubilisés par I’acide acétique (Grishin et al ., 2019), Ils sont lavés 3 fois avec de I’eau salée

(Chmit et al., 2014), et les valeurs de densité optique (DO) ont été mesurées.
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V- Dispersion de biofilm

Pour les expériences de dispersion des biofilms, les biofilms ont été cultives sur des coupons
de polypropyléne (10.0 x 6.5 mm) pendant 24 h, lavés avec du milieu de base M63 stérile, et
placés verticalement dans les puits d'une plaque 96 puits contenant 100 ul de milieu frais avec
ou sans le galactane. La plaque a été scellée avec du parafilm et incubée pendant 24 h. Apres
cela, les coupons ont été retirés, lavés et colorés. Comme les biofilms se forment sur les deux
cbtés des coupons, le coté qui a été orienté vers le bas pendant le séchage a été essuyé avec de

I'éthanol & 70 % pour éliminer le biofilm. avant la photographie et la microscopie (Grishin et
al ., 2019).
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Résultats et discussions

La résistance aux antimicrobiens est un probleme de santé publique grave dans le monde entier
qui a conduit au développement d’infections nosocomiales et communautaires. Ceci présente
un défi thérapeutique aigu pour contrbler ces infections et trouver des mesures pour lutter
contre les microorganismes résistants. Les extraits naturels de plantes ayant une activité
antimicrobienne peuvent fournir une source pour développer une nouvelle thérapie alternative
pour le traitement des maladies liées aux infections microbiennes (Scott et al., 2009). Dans ce
mémoire, nous nous somme intéressés par la réalisation d’une synthese de deux articles visant a
déterminer 1’impact anti-biofilm potentiel de galactane de pomme de terre (Grishin et al .,
2019), et les polysaccharides extraits de Laurus nobilis (Chmit et al., 2016) vis-a-vis des

souches formatrices de biofilms en utilisant la méthode de plaque de culture de tissus (TCP).

Les résultats obtenus par Chmit et al., 2016 ont bien montré I’effet positif de 1’alginate sur
I’inhibition de biofilm formé par S.epidermidis, ces bactérie sont responsables des infections
acquises dans les hopitaux a la suite de la contamination de coupes chirurgicales avec des
micro-organismes provenant des patients eux-mémes ou du le personnel hospitalier. Le taux
d’éradication de 78% a une concentration de 46,65 mg/mL en alginate. Sa capacité

d'éradication a diminué de facon proportionnelle a sa concentration. (Figure 05)
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Figure 05 : Activité d’éradication d’alginate contre le biofilm de S.epidermidis établi a

différentes concentration
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Alors que les autres le fucoidane (3,7%- 33,5%) (Figure 06) et le laminarane (7%-33,0%)
(Figure 07) ont montré une des capacités d'éradication du biofilm relativement plus faibles
que celle d'alginate.
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Figure 06 : activité d’éradication de fucoidan contrele biofilm de epidermidis établi a différent

concentration
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Figure 07: activité d’éradication de laminaran conte le biofilm de sepidermidis établi a différent

concetration

Dans [1’étude de Grishin et al ., 2019, Le galactane de pomme de terre a une concentration de
1 mg/ml a presque complétement inhibé la formation de biofilms par les P.aeruginosa (PAO1)
pendant 24 h de culture, et a désamorcer partiellement les biofilms préformés. La quantité de
biomasse dans les biofilms cultivés en présence du galactane était 3,5 fois plus faible que dans

les biofilms témoins (Figure 08)
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Le glucane d'orge utilisé comme polysaccharide témoin n'a pas influencé de maniére
significative la formation des biofilms. Nous avons également noté que le galactane provoque
une agrégation intensive des cellules bactériennes : de grands agrégats gluants non fixés aux
puits de la plaque ont été vus a I'eeil nu lors du lavage des biofilms. Ces agrégats étaient absents

dans les puits de contrdle ou de glucane.

En présence de 0,5 et 0,1 mg/ml de galactane, il était remarqué que 0,5 mg/ml du galactane a
agi de la méme maniére que 1 mg/ml, une concentration de 0,1 mg/ml, non seulement n'a pas

eu d'effet inhibiteur, mais a plut6t eu un effet stimulant significatif sur la formation du biofilm
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Figure 08 : Influence du galactan de pomme de terre sur la formation et la dispersion des

biofilms de P. aeruginosa PAO1 dans 96 plaques de puits.

a) Formation de biofilms PAO1 en présence de 1 mg/ml de galactan ou de glucane de pomme
de terre, ou sans polysaccharide (Témoin) pendant 24 h.

b) Dispersion de biofilms PAO1 préprolurgés pendant 24 h (24 h) par 1 mg/ml de galactan de
pomme de terre ou de glucane d’orge, ou sans polysaccharide (48 h).

c) Dispersion de biofilms PAO1 prépros cultivés pendant 48 h par 1 mg/ml de galactan de
pomme de terre ou de glucane,ou sans polysaccharides (48h) c) Dispersion de biofilms PAO1
pré protégés pendant 48 h par 1 mg/ml de galactan de pomme de terre ou de glucane d’orge, ou

sans polysaccharide (72 h).
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d) Formation de biofilms PAO1 en présence de 1,0, 0,5 et 0,1 mg/ml de galactan, ou sans
galactan (Contréle) pendant 24 h.

Les données sont présentées sous forme de boites & moustaches ou la boite indique les 25e et
75e centiles, la ligne médiane indique la valeur médiane et les moustaches indiquent les valeurs
minimales et maximales. L’importance statistique des différences entre les moyennes de
groupe a été déterminée par un test a deux queues avec des variances inégales. Les différences
ont été considérées comme significatives (*) si p < 0,05 apreés correction pour les comparaisons

multiples; ns, non significatif.

Il est probable que le galactane provoque une agrégation excessive ou anormale des cellules
bactériennes en se liant avec la lectine A lecA qui participe a a I'adhésion bactérienne lors de la
formation du biofilm de P. aeruginosa, cette liaison empéche la formation de biofilm (Imberty
et al., 2004 ; Grishin et al ., 2015).

Les résultats obtenus dans I’article de (Grishin et al ., 2019) ont été confirmeés par la

microscopie de fluorescence. (Figure 09)
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24 h Inhib. pDispers. 48 h

Figure 09 : effet anti-biofilm de galactane sur la formation et la dispersion des biofilms formés

par Pseudomonas aeruginosa POAL sur des coupons de polypropyléne (Grishin et al ., 2019)
a) Photos de coupons de polypropyléne avec des biofilms colorés avec du cristal violet (24 h

- biofilm témoin cultivé pendant 24 h ; Inhibe. - biofilm cultivé pendant 24 h en présence de 1
mg/ml de galactane de pomme de terre ; Disperser. - 24 h de biofilm préformé traité avec 1
mg/ml de galactane de pomme de terre pendant 24 h supplémentaires ; 48h - contrdle du

biofilm cultivé pendant 48 h).

C f) Images microscopiques de biofilms cultivés sur des coupons de polypropyléne :
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c) biofilm préformé apres 24 h ;
d) biofilm cultivé en présence de 1 mg/ml de galactane de pomme de terre ;

e) biofilm préformé aprés 24h d’incubation traité avec 1 mg/ml de galactane de pomme de

terre

f) biofilm préformé apres 48h. La barre d’échelle est de 25 pm
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Conclusion

En traitant deux articles, nous pouvons dire que la recherche et la valorisation de molécules
naturelles notamment celles d’origine végétale devient de plus en plus importante pour la
prévention contre [I’installation d’agents pathogeénes et leur résistance aux agents

antimicrobiens.

Dans ce travail, quatre polysaccharides d’origine végétale ont été testé pour leur activité

antibiofilm.

I’étude menée par Chimit et al., 2014 a révélé la capacité de 1’alginate extrait de Laurus

nobilis a un pouvoir d’éradication de biofilm formé par S.epidermidis élevé ( 78%).

Le galactane utilisé dans D’article de Grishin et al ., 2019 a montré également un effet
inhibiteur sur la formation de biofilm par P. aeruginosa, le galactane a aussi la capacité de
disperser les biofilms préformés aprés 24h.

Comme perspective, il sera intéressant de réaliser I’extraction de 1’alginate et le galactane
des plantes de la flore algérienne et d’évaluer leur activité anti-biofilm sur des souches

isolées du milieu hospitalier de Tlemcen.
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