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L'introduction des antibiotiques dans la pratique clinique est I'une des contributions les
plus importantes au traitement des maladies infectieuses potentiellement mortelles. Cependant,
en raison de I’utilisation étendue de ces précieuses thérapies, de nombreux mécanismes de

résistance sont apparus et se sont propagés rapidement parmi les pathogénes bactériens.

La médecine moderne est aujourd'hui confrontée a la menace d'un retour a I'ére pré-

antibiotique, pour certains types de maladies infectieuses (2).

La propagation rapide des souches bactériennes multi-résistantes ou hautement
résistantes aux medicaments semble étre le développement le plus effrayant. En plus des
résistances causées par des mutations ou 1’acquisition des génes de résistance, le deuxiéme
grand défi est représenté par le phénomene des infections récalcitrantes chez les patients avec
des bactéries ou des champignons se développant dans des biofilms sur des dispositifs médicaux
implantés ou insérés, ou dans les tissus endommagés par divers processus pathologiques
antérieurs. A titre d’exemple, les infections dues aux caries dentaires et les maladies

parodontales (3).

Un biofilm est une forme sessile d’existence bactérienne sur des surfaces solides ou des
interfaces air-liquide, dans laquelle les bactéries se multiplient, couvertes par une matrice de
biofilm autoproduite, composée de polysaccharides intercellulaires bactériens, de protéines et

d’acides nucléiques libérés extracellulairement (4).

L’effet protecteur des phénotypes de biofilms bactériens est multifactoriel, il comprend
la diminution de la pénétration des agents antimicrobiens dans les couches profondes des
biofilms, la capture de molécules chargées positivement par la matrice polymérique
extracellulaire des biofilms, ou la capacité des matrices de ces derniers de concentrer les

enzymes bactériennes qui inactivent les antibiotiques (5).

Des mesures sont prises pour développer de nouvelles thérapies et pour réduire la menace
de résistance aux antibiotiques par la recherche de nouveaux agents antimicrobiens (6). Parmi
ces nouvelles approches, il y a celles qui se concentrent sur 1’activité antibiofilm des plantes,
qui synthétisent des composés chimiques qui peuvent servir a la défense et a la prévention de

certaines maladies. Ce sont les métabolites secondaires qui ont un fort potentiel antimicrobien.
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Parmi lesquels de nombreux polyphénols, tels que les flavonoides, les acides phénoliques et les

tannins (7).

Les polyphénols sont tres bénéfiques pour la santé humaine, par leur activité
cardioprotectrice, antioxydante, anticancéreuse, anti-inflammatoire, antibactérienne et/ou
antibiofilm(8).

La recherche sur I’activité antibiofilm des polyphénols végétaux a révélé de multiples
mécanismes d’action, en interagissant avec les protéines bactériennes et les structures de la
paroi cellulaire, endommageant les membranes cytoplasmiques, réduisant la fluidité des
membranes, inhibant la synthése des acides nucléiques, la synthese de la paroi cellulaire, et/ou

le métabolisme énergétique (9).

Outre leur activité destructrice sur les bactéries, les polyphénols ont également une
activité plus douce menant a la suppression des biofilms en affectant les mécanismes de
régulation bactériens tels que la détection du quorum qui joue un réle important dans la
formation de biofilm, la résistance aux antibiotiques, la survie, la prolifération et la production

de toxines des agents pathogenes (10).

Plusieurs études in vitro/in vivo ont été réalisées durant les derniéres années pour
démontrer 1’effet antibactérien/antibiofilm des différents composés polyphénoliques avec des
résultats plus ou moins différents en fonction des tests réalisés et de la nature des cellules
souches utilisées. Toutefois, il n’existe pas une vue d’ensemble sur ’activité antibiofilm des

polyphénols d’origine naturelle.

Notre étude justement vise a fournir une revue systématique sur I’activité antibiofilm de
certains polyphénols a savoir : la catéchine, I’acide gallique, 1’épicatéchine et la procyanidine
selon une méthodologie trés rigoureuse et objective, basée sur un protocole bien défini afin de

réduire au maximum la possibilité d’erreurs.
Dans ce travail nous allons procéder a :

- Une collecte de publications apres avoir précisé la question de recherche selon le
modele PICO et cherché dans les bases de données choisies.
- Un tri des informations pour éliminer les doublons.

- Une analyse, une évaluation critique et une synthése des articles recueillis.
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Chapitre I : Phénomene du biofilm

1. Introduction :

Le terme biofilm a été inventé en 1987, base sur les travaux du microbiologiste : ""John
William Costerton’’, qui ont montré que la majeure partie de la biomasse microbienne est fixée
sur des surfaces et constitue une population complexe hétérogéne, contenue dans une matrice

extracellulaire riche en eau, en sucres et en protéines, on parle de biofilms (11).

Microcolonies Microcolonie
adhérent migrante
& la surface /

3

[«9 ‘it

Courant d'eau

Surface

Figure 1 : Représentation d’un biofilm (1).
2. Définition et généralités :
2.1. Définition du biofilm :

Les biofilms sont des communautés de micro-organismes : bactéries, champignons,

algues et protozoaires ;

Fixées aux surfaces et maintenues par la sécrétion d’une matrice adhésive et protectrice

de structure vivante et dynamique et qui se réorganise en permanence.

Présents dans tous les environnements et liés a des surfaces minérales, aquatiques,
technologiques, végétales (surfaces foliaires) ou animales (surfaces des muqueuses, surfaces

dentaires, etc.) (12).
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Leurs effets sont généralement considerés comme nefastes, a savoir les aspects médicaux
(infections nosocomiales voire hospitaliéres sur matériel invasif) et techniques (blocages de

pipelines et pertes de glissement de coques de bateaux).

IIs ont également un effet positif en protégeant les bactéries et en leur permettant de

survivre dans les conditions environnementales difficiles (13).
Qu'ils poussent sur des substrats vivants ou inertes, les biofilms sont considérés comme:

- Homogenes lorsqu'ils sont constitués d'une seule espéce ;

- Hétérogenes lorsque plusieurs espéces sont apparentées.

La biodiversité intrinseque des biofilms permet aux bactéries ou aux synergies
champignons-bactéries d'augmenter leur résistance a certains facteurs de stress, dont les

antibiotiques, il s’agit de I’antibiorésistance (14).

2.2. Composition et propriétés des biofilms :

L'utilisation de la microscopie optique et confocale montre que les biofilms sont
composés d’une population organisée d'agrégats de micro-organismes, séparés par un espace
libre, exempts de bactéries et traversés par I'eau ; véritables « canaux », ceux-ci assurent la
circulation du fluide et permettent de fournir des nutriments aux bactéries et d'éliminer leurs

produits de dégradation.

Les biofilms sont souvent englobés dans une matrice exo polymérique, autoproduite,
hautement hydratée et peut contenir jusqu'a 97 % d'eau, elle peut é&tre composée de
polysaccharides, de protéines, d'acides nucléiques, de tensioactifs, de lipides, de glycolipides et

de cations ;

C’est un milieu structuré qui présente typiquement une structure complexe et trés variable
d'une espéce bactérienne a un autre, en fonction des microorganismes et des conditions

environnementales de croissance (15).

Les bactéries vivant dans les biofilms expriment des propriétés biologiques spécifiques,

tres différentes de celles des bactéries « flottantes » de la méme espéce.

La propriété la plus étonnante des biofilms est leur capacité de résister a diverses

agressions ;
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Les biofilms peuvent également étre le premier processus de vie des colonies et des récifs
coralliens (16). Le développement tridimensionnel des biofilms conduit a la création de
gradients physico-chimiques, aussi le biofilm est un milieu hétérogéne car il présente des

régions a teneur variable en oxygene ou en nutriments, avec différents niveaux de pH.

Les zones situées au centre des agrégats bactériens sont généralement anaérobies et
déficientes en nutriments, tandis que les zones situées prés du canal ou de l'interface entre le
biofilm et le liquide, ont un degré d'oxydation plus élevé avec des nutriments plus abondants
@an.

Cette hétérogénéité physico-chimique s'accompagne d'une hétérogénéité métabolique
permettant la coexistence organisée d’espéces bactériennes aux propriétés métaboliques

différentes et souvent complémentaires (18).

Il faut également mentionner que 1’ensemble des caractéristiques structurales et
physicochimiques du biofilm confere aux bactéries qui le composent, des propriétés specifiques
de morphologie, de croissance, de communication entre les cellules, d’expression différentielle

des genes, et de résistance aux biocides distinctes de celles des bactéries planctoniques (19).

3. Mode de développement des biofilms :

3.1. Différentes étapes de la formation du biofilm :

arr-
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Figure 2: Etapes de la formation et de la dispersion d’un biofilm bactérien (20).

Un biofilm est une unité fonctionnelle de structure multicellulaire organisée, qui passe

par un cycle de développement (cycle de vie), de cing étapes :

La premiere étape : c’est I’adhésion réversible et elle se fait par I'adsorption des
bactéries, lorsque les micro-organismes arrivent a la surface dans une distance entre 2 et 50 nm,
grace a des forces non covalentes a savoir : les interactions de Van der Waals, les réactions
acide-base et les charges électrostatiques (21).

La deuxiéme étape : il sagit de I'adhésion irréversible qui se fait par la formation de
molécules protéiques appelées adhésines qui sont des macromolécules de 1’enveloppe
bactérienne, et qui augmentent la capacité de fixation d'autres micro-organismes en modifiant

la surface d'ancrage.

La troisieme étape : elle concerne les micro-organismes qui commencent la division en
formant des microcolonies, et a partir d'une concentration suffisante dense d'individus, passent

a la sécrétion du biofilm .

La quatrieme étape : consiste a la colonisation de la surface par la multiplication des

micro-organismes et a la formation des macrocolonies.

Ainsi, le biofilm une fois grandit et mdrit s'épaisse jusqu'a devenir macroscopique, en

formant un biofilm mature proprement dit (22).

La cinquieme étape : provoquée par le vieillissement du biofilm, c’est la phase de
dispersion et de détachement des cellules bactériennes, ces cellules ont la capacité d’adhérer

a de nouvelles surfaces et de reformer un nouveau biofilm (20).

3.2. Quelques types de biofilms :

3.2.1. Biofilms polymicrobiens bactériens :

Les biofilms polymicrobiens bactériens, présentent une structure complexe composée
d’une multitude de microcolonies bactériennes reliées par des chaines nutritionnelles entourées

d’une matrice extracellulaire protectrice.

Au fur et a mesure de la progression de I’infection, les bactéries s’associent pour former

des populations ou niches bactériennes ;


https://fr.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cule
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Adh%C3%A9sine&action=edit&redlink=1
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Plusieurs populations s’associent et forment une communauté bactérienne, cette derniere

en se plagant dans un environnement particulier de survie, forme un écosystéme bactérien (23).

3.2.2. Biofilms fongiques :

Ces biofilms, sont pathogénes et nosocomiaux bien que généralement, peuvent étre
responsables d’infections invasives chez certains patients porteurs de matériel implanté
(cathéters, sondes urinaires) et ayant recu des antibiotiques ou présentant un état

d’immunodépression.

Néanmoins, en cas d’altération du systéme immunitaire ou d’existence de pathologie
pulmonaire sous-jacente (séquelle de tuberculose par exemple), ils peuvent étre responsables

de pathologies graves, certaines pouvant étre méme mortelles (24).

3.2.3. Biofilms intracellulaires :

Dans le compartiment intracellulaire, les bacteries se divisent rapidement et forment une
poche volumineuse d’endocytose (intracellular bacterial community*IBC*), dans laquelle les
bactéries expriment des fonctions retrouvées au sein des biofilms, en particulier le Quorum
Sensing (c’est la régulation de I’expression génétique en réponse aux fluctuations de la densité
de population cellulaire). Ces bactéries expriment encore des pili de type 1 (ce sont des
structures nécessaires a la formation d’IBCs et servant a adhérer a et a envahir les cellules
superficielles de I’épithélium vésical) et apres 4-6 heures les IBCs se disloquent et les bactéries

se dispersent.

Figure 3: UPEC (Escherichia coli uropathogéne) exprimant des pili de type 1 servant a
adhérer a et envahir les cellules superficielles de I’épithélium vésical (1).

3.2.4. Biofilms Viraux :

10
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Formés par HTLV-1 qui est un rétrovirus lymphotrope dont la transmission de cellule a

une autre nécessite un contact intercellulaire.

Les lymphocytes T infectés par HTLV-1 stockent de fagon transitoire le virus a leur
surface sous forme d’aggrégats riches en polyosides qui sont retenus entre eux et a la surface
de la cellule par des composants de matrice extracellulaire dont la production et I’excrétion sont

induites par le virus.

Ces agrégats viraux adherent rapidement a la cellule partenaire avec laquelle le

lymphocyte T infecté interagit, permettant son infection (1).

4. Biofilms et santé :

4.1. Pathogénicité des biofilms :

La contamination microbienne des surfaces, des installations, et des équipements dans les

secteurs alimentaires et hospitaliers est un véritable probléme de santé publique (25).

D’ailleurs environ 65% des maladies infectieuses recensées chez 1’homme sont causées
par des biofilms pathogénes, ces derniers impliqués aussi dans plus de 80% des infections

bactériennes chroniques (26).

Parmi les complications médicales causées par les biofilms, on a les infections liées a un

matériel implanté (24);

Il s’agit des infections nosocomiales surtout, qui sont liées essentiellement a
I’implantation des dispositifs médicaux voire chirurgicaux comme les : sondes urinaires,
canules d’intubation, valves cardiaques, prothéses vasculaires et orthopédiques, lentilles de

contact, etc... (1).

Il'y a aussi les infections chroniques caractérisées par leurs difficultés thérapeutiques,

I’impossibilité de stériliser quelques foyers infectés et le risque élevé de récidive ; a savoir :

La mucoviscidose qui est une maladie génétique autosomique récessive, provoquant la
dégradation de la fonction respiratoire liée a la production d’un mucus épais et abondant,

ralentissant la clairance mucociliaire et favorisant la colonisation bactérienne.
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Infections urinaires récidivantes accordées aux plusieurs épisodes de néo colonisation
depuis le tractus digestif avec formation d’un biofilm qui constitue le réservoir de bactéries

pathogenes entre chaque épisode infectieux (cystites ou pyélonéphrites).

Infections associées aux plaies chroniques comme les ulcéres des membres inférieurs
ou les complications cutanées liées au diabéte et qui peuvent étre colonisees par des bactéries
ou des champignons sous forme de biofilms poly microbiens résistants aux antibiotiques qui

ralentissent ou empéchent la cicatrisation en favorisant un état d’inflammation chronique.

Pathologies buccodentaires et oto-rhino-laryngologie (ORL) : on a Les infections
buccodentaires (carie ou stomatite) qui peuvent étre formées par un biofilm développé
généralement polymicrobien et les otites moyennes chroniques qui impliquent des structures

typiques de biofilms (24).

Infections liées au matériel Infections chroniques

............................

Pathologies buccodentaires !
et ORL (caries, stomatites,

...........................

Cathéters vasculaires  + | B "] g7 trrrrrrrresresesssssncaceaad
centraux
(artériels et veineux)

.........................

Valves cardiaques et
stimulateurs cardiaques

; !
chez les patients |
. " |
atteints de mucoviscidose

............................

Infections urinaires
recidivantes

............................

Sondes sur voies urinaires
(urétrales et urétérales)

Protheses articulaires et
. mateériels d'ostéosynthese

Figure 4: Les principales infections associées aux biofilms (24).
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4.2. Détection et analyse des biofilms :

Figure 5: Image en microscopie confocale d’un biofilm formé par Candida albicans (24).

Il existe actuellement au niveau des laboratoires, plusieurs techniques qui misent en
¢vidence I’étude de la formation de biofilm, comme I’utilisation des cellules a flux continu qui
permettent la formation de biofilm dans des petites chambres a interface solide-liquide et en
présence des forces de cisaillement avec un apport continu en nutriments, ce qui permet une
bonne observation (des images de 1’échantillon a 3D avec une bonne résolution) des biofilms

au microscopie confocale (20).

Alors que ca reste la microscopie a fluorescence, la technique de choix pour analyser les
biofilms et pour suivre leur dynamique de croissance, en détectant la présence et la localisation

des molécules fluorescentes dans un échantillon ;

Avec la possibilité d’utiliser d’autres techniques d’imagerie conventionnelles (20), ou
une analyse potentiométrique s’il s’agit des biofilms de 1’ordre de micrométre d’épaisseur
(27).

Il peut y avoir des modifications du systeme qui dirigent vers la formation de biofilm a
I'interface gaz-liquide avec de faibles forces de cisaillement, ce systéme est plus représentatif

de I'environnement des poumons et de la bouche.

13
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Et s’il s’agit des films minces formés a l'interface gaz-liquide, il y aura des cultures en

tubes qui représentent un autre modéle d'étude des biofilms (20).

L’une des techniques pratiques pour évaluer I’adhérence bactérienne consiste en une
méthode colorimétrique apres le lavage, la coloration et 1’élimination des cellules sessiles

avec du cristal violet ou safranine, en tubes ou en plaques de microtitrage. (28).
Le test de microtitrage :

C’est I’'un des piliers de la recherche de biofilm et c’est 'une des méthodes les plus

utilisées pour évaluer sa formation.

Dans les essais de microtitrage des biofilms, ces derniers sont cultivés sur des surfaces de

poly-puits de styrene remplis de milieu statique (29).

Le systeme utilise des puits a fond plat ou en forme de U, qui peuvent contenir de 150
jusqu’a 400 puL de milieu. Les cultures en phase de croissance seront préparées, et inoculées sur
des plaques de 96 puits. Le biofilm se formera dans les 24 premiéres heures sur les cotés et au

fond du puits ainsi qu’a I’interface air-liquide (30).

L’essai peut étre utilisé avec toutes sortes de milieux, ceux bien défini (par exemple 0,5 %
p/v de glucose), milieux minimaux, a des milieux plus riches et plus complexes comme le
bouillon lysogene (LB) ou le bouillon de soja tryptique (TSB), pendant ou apres la croissance

de biofilm.

Les milieux peuvent étre complétés par différents types d'agents antibiotiques ou

antibiofilms.

L’accumulation de biomasse dans les puits est généralement quantifiée par la coloration

au cristal violet (CV) (31).
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La coloration au cristal violet :

La coloration des biofilms cultivés dans des plaques de microtitres est largement utilisée
par les chercheurs pour filtrer et comparer la formation de biofilms par différentes bactéries ou

dans différentes conditions.

La coloration au cristal violet (CV) est la méthode la plus fréquemment utilisée pour

quantifier la biomasse du biofilm.

Ce colorant de base, lie les molécules chargées négativement et colore ainsi les bactéries

et la matrice de biofilm environnante (32).

Tout d’abord cette technique exige au moins une culture bactérienne de 24 h, alors les
bactéries doivent étre cultivées pendant la nuit dans un milieu de culture favorable pour la

croissance bactérienne.

Pour cela une plague de microtitrage est inoculée avec une culture de nuit a une dilution

convenable et incubée a 37 °C pendant 24 heures pour la formation de biofilms in vitro.

Pour I’analyse de la production de biofilm, le support est enlevé des puits et lavé deux

fois avec une solution saline tamponnée de phosphate (PBS).

Par la suite, une solution de cristal violet est ajoutée et incubée pendant 10 min, pour

estimer les cellules adhérentes colorées.

L’absorbance sera mesurée a une longueur d’onde de 570 nm, aprés un triple lavage au
PBS (solution saline tamponnée de phosphate) pour enlever les cellules non-adhérentes ou les
cellules adhérentes mortes, qui sont particulierement critiques parce qu’elles peuvent

considérablement influencer le résultat final (33).
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5. Lutter contre les biofilms :

5.1. Traitement curatif :

L’une des méthodes les plus recommandées en cas d’inféctions nosocomiales associées a
un matériel implanté, est 1’ablation du dispositif pour eviter le risque élevé d’échec

thérapeutique.

Bien que moins fréquentes que les infections liées aux cathéters, les infections associées
a des implants chirurgicaux sont plus difficiles a traiter, nécessitant ainsi une plus langue

période d’antibiothérapie avec des approches thérapeutiques spécifiques (6).

Actuellement, I’antibiothérapie n'est utilisée que dans les cas d'infections prolongées liées

au cathéter causées par certaines bactéries en absence de complications.

Une étude in vitro a démontreé que I'association de la ciprofloxacine (une fluoroquinolone)
et de la colistine peut perturber les biofilms de Pseudomonas aeruginosa, grace a leurs actions
différentes selon les différentes niches bactériennes de I'état métabolique. Une durée prolongée
d'antibiothérapie a forte dose est souvent nécessaire, en plus du bénéfice avéré ou potentiel de
plusieurs thérapies, I'utilisation a long terme d'antibiotiques a haute concentration vise a tenter

d'éradiquer la source d'infection au niveau canalaire (34).

5.2. Mesures préventives :

L’application des mesures d’asepsie chirurgicale est une recommandation stricte et
primordiale, car elle a bien montré son efficacité pour limiter les risques de contamination au
niveau du site opératoire, ainsi que réduire les risques d’adhérence bactérienne initiale lors de
la manipulation avec des dispositifs medicaux afin de diminuer au maximum le risque

infectieux associé (35).

Par exemple, s’il s’agit d’une incidence é¢élevée d'infection qui persiste malgré les
précautions strictes, un cathéter central imprégné de: (rifampicine/minocycline ou

chlorhexidine/sulfadiazine d'argent) est recommandeé (36).

Certains groupes de chercheurs ont méme developpé des verrous a 70% d'éthanol a des
fins préventives avec des résultats prometteurs en nutrition parentérale pédiatrique, en

hémodialyse, ou pour les patients atteints de troubles hémorragiques (37).
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Il existe aussi des verrous constitués de chélateurs de cations metalliques (magnésium,
calcium, fer) qui ont été suggérés grace a leur utilité dans la croissance des bactéries, a utiliser
dans des tubes EDTA ou Citratés, ils permettent 1’éradication des biofilms en diminuant

I’adhérence initiale bactérienne (38).

5.3. Nouvelles approches antibiofilm :

Avec plus de 20 ans de recherches fondamentales sur les différentes étapes de formation
ainsi que les différentes fonctions des biofilms, cela a abouti au développement de plusieurs
axes permettant a combattre les biofilms (39) ;

En mettant les bactéries dans un état isolé et sensible au systeme immunitaire et aux

antibiotiques, I’adhérence initiale des biofilms peut étre inhibée afin de limiter leur formation.

Ce blocage des stades précoces du développement de biofilm peut étre réalisé en ciblant
I'interaction entre les adhésines bactériennes et leurs substrats, ou bien en bloquant la biogenese

des structures adhérentes (40).

La maturation des biofilms peut étre aussi empéchée en interférant avec les sighaux de

communication intra et inter-bactériens (41).

Plusieurs facteurs environnementaux et bactériens sont responsables de la dispersion des
biofilms, ce qui libere a nouveau des bactéries sensibles au systéme immunitaire et aux
antibiotiques (42).

Il a été démontré que les sucres (mannitol, fructose) jouaient un réle auxiliaire
(augmentant I'entrée des aminosides dans les bactéries persistantes qui agissent en les
empéchant de produire les protéines dont elles ont besoin pour se développer et se multiplier)
en association avec les antibiotiques, ce qui entraine une mortalité bactérienne plus élevée in
vitro ainsi que dans les modeles d'infection in vivo associés aux biofilms d' Escherichia coli sur

les implants en diminuant la tolérance du biofilm (43).

Un vaccin antibiofilm est en cours d’étude. Il s’agit d'immuniser les individus contre
certains antigenes bactériens exprimés dans les adhérences initiales (adhésines) ou dans les
biofilms matures (polysaccharides de la matrice) pour empécher le développement des biofilms
(44).
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Il peut impliquer des patients qui envisagent de se faire implanter des dispositifs tels que
des stimulateurs cardiaques, des valves cardiaques mécaniques ou des protheses articulaires, ou
qui sont a risque d'infections chroniques comme : les mucoviscidoses ou les infections des voies

urinaires (45).

En raison d’évaluer les risques comparatifs et les avantages pour le patient, concernant
les différentes approches antibiofilm et qui peuvent garantir des bienfaits thérapeutiques ou
prophylactiques et étre trés spécifiques, trés efficaces et sans danger pour I’environnement ; des
études de recherche scientifique dans ce domaine seront indispensables pour la santé humaine
(46).
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Chapitre II : Les polyphénols

1. Définition :

Les polyphénols sont des métabolites secondaires naturels largement répandus dans le
regne végetal reconnus comme les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation,
avec des caractéristiques chimiques liées aux substances phénoliques (47). les monomeres de

base de ces molécules sont un noyau phénolique et un ou plusieurs substituants hydroxyle (48).

2. Etat naturel et répartition :

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de
tous les végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et légumes, les
boissons(vin rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les légumes
secs. Les fruits et légumes contribuent environ pour moitié a notre apport en polyphénols, les
boissons telles que jus de fruits et surtout café, thé ou vin apportant le reste (48).

3. Classification :

La classification des polyphénols est basée sur leurs larges variétés structurales. Les
polyphénols sont divisés en plusieurs classes selon le nombre des cycles phénoliques qu’ils
contiennent et les éléments structuraux qui lient ces anneaux entre eux. les principaux groupes
de polyphénols sont : les flavonoides, les acides phénoliques, les alcools phénoliques, les
stilbenes et les lignanes (figure 1) (49). En plus de ces groupes, on distingue une autre classe

de polyphénols aux molécules hautement polymeérisées : les tannins (50).

3.1. Flavonoides :

Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques et les plus
etudiés (51). et se divisent principalement en :(a) les anthocyanes, dérivé glycosylé de
I'anthocyanidine, présent dans les fleurs et les fruits colorés ;(b) les anthoxanthines, un groupe
de composeés incolores divisés en plusieurs catégories, y compris les flavones, flavanes,

flavonols, flavanols, isoflavones et leurs glycosides (figure 3) (48).

Au sein de ces classes, il existe de nombreuses variations structurales en fonction du degre

d'’hydrogénation et d'hydroxylation des systémes a trois cycles de ces composeés (51).
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Figure 6: Structures chimiques des principaux polyphénols (49).
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Figure 7: Structures chimiques des principales classes de flavonoides (49).
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Phenolic compounds I

| | | |

Diferuloylmethane Stilbenes G::moids Phenolic acids Tannins

OH
g oY A
O = OH
HO

trans-resveratrol Falvonoid diphenylpropane skeleton

anthoxanthins

flavones

OH flavans
ot flavonols
= OH flavanols
-

Figure 8: Classification des flavonoides (48).

3.2.  Acides phénoliques :

Ce sont des composés caractérises par la présence d'un cycle benzénique, d'un groupe
carboxylique et d'un ou plusieurs groupes hydroxyle et/ou méthoxyle dans la molécule (51).
ces composés pourraient étre divisés en deux classes : dérivés de I'acide benzoique et dérivés

de I'acide cinnamique (51).

3.3. Stilbénes :

De faibles quantités de stilbenes sont présentes dans I'alimentation humaine. L'un d'eux,
le resvératrol, pour lequel des effets anticancéreux ont été mis en évidence lors de criblages de

plantes médicinales et qui a été largement étudie (49).
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3.4. Lignianes :

Sont produits par dimérisation oxydative de deux unités phénylpropane liées par les
atomes de carbone centraux de leurs chaines latérales (Figure 1); ils sont pour la plupart présents
dans la nature sous forme libre, alors que leurs dérivés glycosides ne sont qu'une forme mineure
(52).

La source alimentaire la plus riche est la graine de lin, qui contient du sécoisolaricirésinol

(jusqu'a 3,7 g/kg de poids sec) et de faibles quantités de matairesinol (51).

Chimiquement, les lignanes présentent une énorme diversité structurale, bien que leur

sguelette moléculaire ne soit constitué que de deux unités phénylpropane (C6 —C3) (52).

3.5. Tannins :

Les tannins sont définis comme des composés phénoliques de poids moléculaire élevé
allant de 500 Da a plus de 3000 Da. Ils sont retrouvés dans les feuilles, les écorces, les fruits, le
bois et les racines des végétaux. s ont été étroitement associés aux mécanismes de défense des
plantes contre les mammiféres herbivores, les oiseaux et les insectes (53). A coté des réactions
classiques des phénols, ils ont la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres

protéines (48).

Sur la base des caractéristiques structurales des tannins ;on distingue deux groupes de

tannins différents : Tannins condensés et Tannins hydrolysables .

3.5.1. Tannins hydrolysables :

Qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide phénol.
Le sucre est généralement le D-glucose et I’acide phénol est soit 1’acide gallique dans le cas des
gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement dénommés

ellagitannins (54).

3.5.2. Tannins condenseés :

Ou tannins catechiques ou proanthocyanidols qui différent des tannins hydrolysables car
ils ne possedent pas de sucre dans leur molécule. Toutes les proanthocyanidines oligomeres et
polyméres sont formees par la liaison du C-4 d'une catéchine (flavan-3-ol) avec le C-8 ou C-6

de la prochaine catéchine monomere (figure 3) (54).
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HO OH
C4 and Cg linkage C4 and Cg linkage

Figure 9: Différentes liaisons dans les proanthocyanidines polymeére (54).
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Chapitre III : Polyphénols et activité antibacterienne.

1. Activité sur les cellules planctoniques

Les composés phénoliques végétaux sont un groupe trés vaste de molécules, ils
constituent I'un des principaux groupes de composes responsables du comportement
antioxydant, ainsi que des effets antimicrobiens (51, 55). Il existe un grand nombre de
flavonoides et de composés phénoliques qui présentent un effet antibactérien ; ces composés
peuvent étre largement trouvés dans les plantes médicinales non fleuries jusqu'aux plantes

fleuries (56).
Des études ont montré une activité antibactérienne variée selon la molécule concernée

La procyanidine B-2 (2) a eu une faible activité antimicrobienne contre les souches testées
( Salmonella enterica, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Candida albicans). D’autres
bactéries a Gram+ (Staphylococcus aureus CECT 828, S. aureus CECT 4465 et E. faecalis

UJA2T7t) nécessitaient des concentrations encore plus élevées pour inhiber leur croissance.

Le cinnamtanin B-1 (1) a montré un meilleur effet antimicrobien contre les souches de S.
aureus testées avec des valeurs de CMI de 0,1 mg/mL, et de 0,5 mg/mL pour S. enterica CECT
4395. Les souches (S. enterica CECT 409, S. enterica CECT 4300, S. enterica CECT 915, E.
coli CCUG 47553, E. coli CCUG 47557, L. monocytogenes CECT 4032, E. faecalis UJA2Tt,
C. albicans CECT 1001) ont nécessité une concentration de 1 mg/mL ou plus élevé pour inhiber
leur croissance. Les valeurs de Concentration bactéricide minimale (CBM) étaient supérieures
a 1 mg/mL pour toutes les souches testées, a I'exception de Listeria monocytogenes, qui a
montré une CMB de 1 mg/mL. Les études ont montré une activité synergique de la procyanidine
avec le cinnamtanin sur des souches tel que E. coli CCUG 47553, L. monocytogenes CECT
4032 ou S. aureus CECT 976 (57).

L’acide gallique présente une activité antibactérienne testée sur plusieurs souches K.
pneunmoniae S. epidermidis S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus,et L. monocytogenes,
avec un mecanisme de changement de I'nydrophobicité bactérienne. L’acide gallique (AG) est
un produit électrophile et semble interagir de maniére significative avec les composants de

surface bacteriens (58, 59). Une autre étude a montré que 1’AG a présenté un effet synergique
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avec deux des antibiotiques testés (Norfloxacine, Gentamicine), mais uniquement contre

Staphylococcus aureus (60).

La catéchine a une activité antibactérienne naturelle a large spectre contre les bactéries
Gram+ et Gram-; telles que Staphylococcus aureus et Escherichia coli (61). Et les
concentrations élevees de catéchines dans le thé (Camellia sinensis) auraient une activité

antimicrobienne contre de nombreux agents pathogénes (62).

Les tannins ont un effet antibactérien plus ou moins important selon la nature de la souche
bactérienne . lls exercent un effet inhibiteur et 1étal sur différentes souches et notamment sur

Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (63).

2. Activité sur les biofilms :

En plus de I’activité antibactérienne des polyphénols, ils ont une activité anti-biofilm.
Dans les composes phénoliques, de multiples mécanismes d'activité antibactérienne ont été
décrits : ils interagissent avec les protéines bactériennes et les structures de la paroi cellulaire,
ils peuvent endommager les membranes cytoplasmiques, réduire la fluidit¢ membranaire,
inhiber la synthése des acides nucléiques, la synthése de la paroi cellulaire ou le métabolisme
énergétique (64).

Concernent la formation de biofilm de S. aureus, il a été démontré que le Gallate
d'épigallocatéchine (EGCg) a des concentrations sous-inhibitrices diminue la production du

slime inhibant ainsi la formation de biofilm par cette espéce bactérienne (65).

L'acide tannique du thé noir (Camellia sinensis) a inhibé la formation de biofilm de S.
aureus sans inhiber la croissance bactérienne, et cet acide a également inhibé la colonisation

pharyngée par S. aureus dans un modele de rongeur in vivo (66).

L’association de 1’acide tannique et la quercétine avec 1’extrait d'Alnus japonica a donné
I’extrait le plus actif parmi 498 extraits de plantes criblées. Il inhibe la formation de biofilms

en influencant I'expression de génes liés a leur production (67).

Des études publiées par (Furiga et al., 2008) sur les polyphénols du vin rouge, du marc et
des pépins du raisin, ont montré que ceux-ci inhibaient la formation de biofilms multi-especes
composés de bactéries buccales (Streptococcus mutans (S. mutans), Streptococcus sobrinus,

Lactobacillus rhamnosus, Actinomyces viscosus, Porphyromonas gingivalis, et Fusobacterium
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nucleatum), et la synthese de glucane insoluble qui joue le r6le de charpente de la matrice et de
la structure du biofilm. Cette matrice permet notamment ’agrégation des bactéries et la
cohésion du biofilm. Elle joue un rdle de protection pour les microcolonies bactériennes et peut
étre biologiquement active. Elle protége aussi les bactéries des défenses immunitaires de 1’hote

(68, 69).

Le plus efficace était I'extrait de pépins de raisin, contenant principalement de la catéchine
et de I'épicatéchine. A I'exception d'une activité antiplaque significative, I'extrait a eu un effet
synergique avec le bain de bouche au fluorure d'amine, et a également montré une capacité

antioxydante importante in vitro, sans aucun effet bactéricide (70, 71).
Parmi les mécanismes d’action des polyphénols contre les biofilms, on peut citer :

Des dommages a la membrane cytoplasmique qui résultent de la génération de peroxyde

d'hydrogéne par I'EGCg dans la bicouche (72).
La capacité d’inhiber 1'enzyme cytoplasmique dihydrofolate réductase (DHFR) (73).

La capacité de 'EGCg a inhiber le systeme de synthése des acides gras de type Il situé
dans le compartiment cytoplasmique d'E. coli et d'autres bactéries. Zhang et Rock ont noté que
I'EGCqg inhibait puissamment les étapes FabG et Fabl réductase dans le cycle d'élongation des
acides gras et ont conclu que la capacité de I'EGCg a interférer avec ces processus
intracellulaires dépendants du NAD(P) doit étre prise en compte lors de I'évaluation du

mécanisme d'action antibactérien des polyphénols végétaux (74).

Il a été demontré que I'EGCqg et d'autres catéchines ne pénetrent pas dans les cellules mais

exercent leurs effets sur la membrane cellulaire (74).

L'acide tannique (synonyme de gallotanine) d'Eustigma oblongifolium a inhibé la
formation de biofilm de S. aureus indépendamment des mécanismes de croissance. Il aempéché
I'attachement initial aux surfaces solides et la synthese de composés d'adhésion intercellulaire
polysaccharidiques. L'activité antibiofilm de la gallotanine a été exprimée apres application en

solution, ainsi qu'apreés revétement des surfaces testées (75).
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1. Matériel et méthodes :

Les polyphénols sont des métabolites secondaires connus pour leur activité

antimicrobienne et antibiofilm.

Ce travail a été conduit et rédigé dans le but d’accomplir une synthése bibliographique
des travaux réalisés sur 1’activité antibiofilm de quatre molécules polyphénoliques, a savoir :
I'acide gallique, les procyanidines, les catéchines et les épicatéchines ; tout en respectant le

guide méthodologique des revues systématiques PRISMA.
Les raisons pour lesquelles ces quatre molécules susmentionnées ont été choisies :

- Nombre de résultats obtenus : aprés avoir lancé la recherche dans les bases
de données a propos des polyphénols de facon générale, le nombre des
résultats obtenus a été trés élevé ce qui nous a amené a réduire le nombre
de molécules incluses dans 1’étude.

- Gestion du temps : étant donné que nous étions liés a une durée bien précise,
il fallait choisir des molécules avec un nombre de résultats gérable pour une
période de 10 mois.

- Les molécules choisies font partie de la classe des tannins, et il a déja été
démontré que les tannins inhibent la croissance bactérienne de différentes
bactéries Gram positif et Gram négatif et qu’ils sont capables de disperser

des biofilms (76).

1.1. Recherche bibliographique des données :

Les bases de données utilisées étaient : Google Scholar et Science Direct.

1.2. Stratégie de recherche :

Tout d’abord, les mots clés ont été saisis dans les moteurs de recherche des bases de

données utilisées.

Nous avons utilisé des mots-clés anglais liés a notre théme tels que : 'bacterial biofilm’,

‘antibiofilm activity’, 'gallic acid’, ‘procyanidin’, 'catechin’, ‘epicatechin’ et ‘tannins’.
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Les articles que nous avons inclus dans notre travail répondaient aux criteres suivants :

Critéres de sélection :

Les articles sélectionnés comprenaient des études sur 1’activité antibiofilm de quatre
polyphénols, in vitro et aussi in vivo, des essais utilisés pour I'étude du biofilm, et les résultats

trouvés.

Tableau 1 : Tableau PICO (Population, Intervention, Comparaison, Outcome) pour les
critéres d’inclusion des études.

Population Etudes in-vivo et in-vitro

Intervention Utilisation d’extraits végétaux contenant les
polyphénols.

Comparaison Polyphenols VS Control

Outcome Activité anti biofilm

Critéres d’inclusion :

- Etudes in-vivo et in-vitro de I’activité anti biofilm de quatre polyphénols de
la classe des tannins: Acide Gallique, Procyanidine, Catéchine et
Epicatéchine.

- Articles de recherche publiés jusqu’a Février 2022.

- Etudes faites sur des biofilms bactériens.

Critéres d’exclusion :

- Etudes écrites dans des langues différentes que le francais et I’anglais.

- Revues systématiques, procédures et lettres.

- Les articles non-développés, les actes de conférences, les éditoriaux, et les
rapports de cas ont été exclus aussi.

- Les articles en doubles.

- Etudes sur I’effet de divers extraits végétaux contre les micro-organismes

planctoniques.
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- Etudes exclues car elles ne sont pas reléguees a la question de recherche.
- L’évaluation et la sélection des articles ont été effectués par deux auteurs

qui ont travaillé indépendamment selon les critéres principaux de PI1CO.

Criteres utilisés pour minimiser les risques de biais :

v Evaluation de la qualité de la sélection des études :

- La recherche documentaire primaire, basée sur les titres, les résumés, les
mots clés et les méthodes utilisées, a été effectuée et réévaluée par deux
auteurs indépendants.

- Les articles ont été retenus ou rejetés selon les critéres d’inclusion et
d’exclusion.

- Apres cette deuxiéme phase de présélection les études retenues ont été
téléchargées sous forme d’articles en texte intégral et ont par la suite été
évaluées pour déterminer leur éligibilite.

- Un diagramme a été établi, montrant le nombre d’articles retenus dans notre
étude.

v Organisation des données :

- Un document Excel a été utilisé pour organiser les informations principales
et essentielles, retirées de chaque étude.

- Les articles ont été lus par deux personnes différentes.

- En cas d’incompatibilité ou de non-concordance entre les deux lectures, il
y avait ’intervention de I’encadreur pour une décision finale.

- Les données collectées ont été évaluees selon les éléments de déclaration
privilégiés pour les revues systématiques et les lignes directrices de
(PRISMA) (Voir annexe) (77).

1.3.  Analyse et exploitation des données :

Aprés avoir téléchargé les articles retenus, une lecture approfondie était faite pour classer

les articles et noter les informations suivantes :

» La date de publication et le lieu de 1’étude.
« Le nom de la substance concernée (le polyphénol).
« Le biofilm ciblé.

* Le type d’étude.
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» Les méthodes utilisées dans 1’étude.

» L’essentiel des résultats.

Les données recueillies ont ensuite été consignées dans le logiciel Excel pour faciliter la

tache d’analyse par la suite.
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2. Résultats :

Au final, 30 études ont été sélectionnées et retenues dans cette revue systématique.

La recherche dans les bases de données Google Scholar, et Science Direct a fourni au

total 927 articles.

897 Publications ont éeté rejetées apres lecture du titre et du résumé, pour cause de
doublons, ou bien de non correspondances aux critéres d’inclusion et concernaient d’autres

themes et/ou autres activités thérapeutiques et/ou autres composés poly phénoliques et/ou autres

Résultats

types de biofilms que les biofilms bactériens (biofilms fongiques par exemple).

o

Google scholar = 425

Science Direct = 502

= - s 7
g Articles repérés dans
S les Deux bases des
'§ données
e
SRR
@ - \
= Articles aprés I’élimination
f:i de doublons (n=473)
O
S
2 Articles en texte intégral
i) répondant aux criteres
2 (n=49)
: l
a N
C Z -
2 Etudes incluses dans la
g synthese (n=30)
=
\ J

Figure 10 : Organigramme de la sélection et de I'identification des études.

Avrticles exclus (n=424)
Ne répondent pas aux criteres
d’inclusion

Articles en texte intégral
exclus (n=19)
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2.1, Selon le pays d’étude :

Parmi les études retenues, six (06) études étaient effectuées dans des pays Européens (en :
Serbie, Croatie, Italie, Finlande, Allemagne et Portugal). Douze (12) en Amérique (en : Etats-
Unis, Canada, Bresil, et Mexique). Sept (07) en Afrique (en : Egypte, Afrique du sud, Tunisie,
Maroc, et Cameroun) et dix-sept (17) en Asie (en: Chine, Japon, Taiwan, Inde, Vietnam,

Turquie, Pakistan, et Arabie Saoudite).

ARABIE SAOUDITE 1
ALLEMAGNE 1
CAMEROUN 1

FINLANDE 1
PORTUGAL 1
PAKISTAN 1
MEXIQUE 1
TURQUIE 1
VIETNAM 1
CROATIE 1
CANADA 1
TAIWAN 1
TUNISIE 1
MAROC
JAPON
AFRIQUE DU SUD
EGYPTE
SERBIE
ITALIE
INDE
BRESIL
ETATS-UNIS 7
CHINE | | ‘ ‘ | | 7 '

B Nombre d’articles étudiés

Figure 11 : Distribution des publications selon le pays d’étude.
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2.2. Selon la date de publication :
La majorité des études sur les polyphénols sélectionnés a activité anti biofilm ont été

réalisées au cours des cinq (05) derniéres années, c’est-a-dire entre 2017 et 2021 avec un total
de 20 articles parmi I’ensemble des articles étudiés.
2003 représente 1’année de la premiere publication et le nombre d’articles publiés entre

2003 et 2016 est de 10 articles.

Répartition des études selon les années de
publication

B Pourcentages (%) des articles
publiés

26,70%

13,30%
10% 10% 10%
6,70%

2003 2011 2012 2014 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Figure 12 : Distribution des articles traités selon I’année de publication.
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2.3. Selon le type d’étude :

La plupart des études sur les polyphénols a activité anti biofilm ont été réalisées
uniquement In Vitro avec un total de 26 études, et seulement 4 études ont comporté des essais
(In Vivo + In Vitro).

m In Vitro + In
Vivo

m In Vitro

Figure 13 : Distribution des publications selon le type d’étude.

2.4.  Selon le polyphénol étudié :

Parmi les études traitées, treize (13) articles concernaient la catéchine, douze
(12) concernaient I’acide gallique, trois (03) concernaient 1’épicatéchine, et deux (02)

concernaient la procyanidine.
7%

o,
43% M Catéchine

M Acide Gallique
M Epicatéchine

H Procyanidine

Figure 14 : Distribution des articles étudiés selon le type de polyphénol.
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2.5. Selon le biofilm ciblé :

Parmi les études retenues, neuf (09) articles ont visé le biofilm de Streptococcus mutans
. Cing (05) articles pourle biofilm de Staphylococcus spp. Trois (03) articles pour
celui de Pseudomonas aeruginosa ainsi qu’Escherichia coli. Un (01) article pour les biofilms
de Salmonella typhi. Shigella flexneri, Enterococcus spp, Lactobacillus casei, Actinomyces
viscosus, Burkholderia cepacia, Lactobacillus acidophilus, Porphyromonas gingivalis,

Fusobacterium nucleatum et Chromobacterium violaceum.

Répartition des publications selon le biofilm ciblé
10

Nombre d'articles étudiés

Mutans de Streptococcus
Staphylococcus spp
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Enterococcus spp
Salmonella typhi

Shigella flexneri
Lactobacillus casei
Burkholderia cepacia
Actinomyces viscosus
Lactobacillus acidophilus
Porphyromonas gingivalis
Fusobacterium nucleatum

Chromobacterium violaceum

Figure 15 : Distribution des publications selon le biofilm ciblé.
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Résultats

Le tableau 2 résume les principaux résultats des articles sélectionnés par rapport a 1’activité antibiofilm.

Tableau 2 : Résume des résultats des études retenues sur ’activité anti biofilm des polyphénols : L’acide gallique, la procyanidine, la
catéchine et I’épicatéchine.

Polyphénol étudié | Matériel végétal testé Biofilm cible zl_’):épt)ide Méthodes utilisées Résultats Références
Acide gallique Extrait éthanolique Streptococcus In Vitro | *Formation des biofilms *L’EELF a réduit le poids sec du (78)
de Libidibia ferrea mutans, 2 In Vivo | de S. mutans sur culture biofilm a (17,09 +/- 1,17 mg) par
(fruit et graine). souches : BHI (Brain Heart Infusion | rapport a la solution saline (p <
(*ATCC25175 et = gélose cceur cervelle) 0,05).
*ATCC700610). pendant 5 jours (biofilms | *Le CHLO a montré une activité

de 120 H).

*Les biofilms ont été
traités avec EELF (Extrait
Ethanolique de Libidibia
ferrea) (50 mg/mL pour
ATCC700610) ou (une
solution saline = contrdle
négatif) ou la
Chlorhexidine 0,12 %
(CHLO = contrdle positif).
AG (Acide Gallique) et
GE (Gallate d’éthyle) (200
mg/mL et 50 mg/mL,
respectivement) ont été
testés sur ATCC25175.

bactéricide de (1,44 x 10°+/- 4,9 x
10* UFC/mL) et a réduit le poids
sec du biofilm de (10,92 +/- 2,29
mq) par rapport a la solution saline
(p <0,05).

*L’AG et GE ont montré une
grande réduction des cellules
viables. Un effet qui a son
importance dans le biofilm, parce
que I’accumulation de cellules
microbiennes donne lieu a une
matrice polymérique qui protége
les bactéries incorporées dans ce
biofilm.
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Résultats

*L’AG avec une concentration de 8
mg/mL a inhibé la croissance des
biofilms agés de 24/48 H, et a
montré une réduction du poids
humide du biofilm a une
concentration de 4 mg/mL, avec
obtention d'une réduction de

82,1 % dans des biofilms agés de
36 H.

Extraits éthanoliques
de feuilles de raisin
(Vitis vinifera) et de
marier (Morus alba).

*Staphylococcus
aureus
*Pseudomonas
aeruginosa
*Escherichia coli
*Salmonella typhi

In Vitro

*Méthode du cristal violet
en utilisant comme milieu,
le bouillon lysogéne (LB)
sur des biofilms de 48 H.

*Avec un contenu de 1,28 pug/mL
d'extrait du raisin et 1,82 pg/mL
d'extrait du mdrier, I'acide gallique
en association avec d'autres
composés phénoliques sont des
puissants inhibiteurs du biofilm
avec un pourcentage de 57%
(raisin) et 66% (mdrier) dd a la
capacité des composés phénoliques
présents dans les deux extraits
testés.

*Ainsi il y avait réduction de la
substance polymérique
extracellulaire nécessaire a la
formation du biofilm.

(79)
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Acide gallique de
synthése (KELON).

Souche Shigella
flexneri (ATCC
12022).

In Vitro

*Méthode du cristal violet
sur des cellules de Sh.
flexneri qui ont été
cultivées pendant la nuit
en milieu LB (Luria—
Bertani).

*L'AG a un effet inhibiteur efficace
sur la formation du biofilm de Sh.
flexneri :

*Le taux d’inhibition du biofilm est
de 78,98 % apres I’exposition de 2
mg/mL d’AG.

*L’effet inhibiteur de I’AG sur la
formation du biofilm de Sh.
flexneri est proportionnel aux
concentrations d’AG.

*L'AG a un effet sur les bactéries
viables en pénétrant le biofilm (le
nombre de Sh. flexneri viables
présent dans le biofilm a diminué
apres le traitement par l'acide
gallique, il a réduit le nombre de
7,28 log10 UFC/mL a 3,22 log10
UFC/mL apreés le traitement par 2
mg/mL d'AG en incubation
pendant 24 H).

*Ainsi la plupart des cellules ont
été blessées ou endommageées en
traitant le biofilm avec 2 mg/mL
d'AG.

(80)
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Résultats

Acide gallique de
synthése (KELON).

Staphylococcus
aureus

In Vitro

*S. aureus était cultivé
pendant la nuit en milieu
LB (Bouillon Lysogene).
*Coloration au cristal
violet.

* le taux d’inhibition du biofilm
était de 31,7 % apres I’exposition a
2 mg/mL d’AG.

*Le degré d’inhibition de I’AG est
proportionnel a la concentration de
la formation du biofilm de S.
aureus était plus élevé avec
I’augmentation des concentrations
d’AG.

*Le nombre de bactéries viables
dans le biofilm de S. aureus a été
réduit de 6,38 logl0 UFC/mL a
0,83 1og10 UFC/mL, et S. aureus
en suspension de 8,8 log10
UFC/mL a 1,41 log10 UFC/mL.

(81)

Extrait méthanolique
de Salvadora
persica.

Staphylococcus
spp.

In Vitro
In Vivo

*Méthode au cristal violet
en utilisant le milieu de
trypticase soja (TSB).

*Cette étude a confirmé une
activité anti-quorum sensing (QS =
détection du quorum) de Salvadora
persica L. contenant 70% d’acide
gallique, contre les souches orales
de Staphylocoque.

*Sachant qu’au cours du processus
de formation de biofilm, les micro-
organismes ont la capacité de
communiquer entre eux par la
détection du quorum qui régule
I’activité métabolique cellulaire et
peut induire la formation de

(82)
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Résultats

biofilms microbiens et augmenter
la virulence.

*Les souches de Staphylocoque
sont considérablement inhibées par
des extraits de Salvadora persica L.

Extraits de feuilles
du raisin d’ours ou
Busserole
(Arctostaphylos uva-
ursi L.

Folium), persil
(Petroselinum
crispum

(Mill.) Fuss folium),
fraisier (Arbutus
unedo L. folium), et
du mélange
d’espéces végeétales:
Uvae ursi folium,
Herniariae herba,
Equiseti herba,
Petroselini folium,
Betulae folium,
Ononidis radix.

Enterococcus
uropathogeénes

In Vitro
In Vivo

*Méthode de cristal violet
sur 200 pL. d’inoculum
[180 pL de MHB
(Mycorrhiza Helper
Bacteria = les bacteries
mycorhiziennes
auxiliaires) et 20 uL de
bactéries].

*L'acide gallique était parmi les
composés phénoliques les plus
abondants, présents dans 1’extrait et
qui peuvent inhiber la croissance
bactérienne et causer de graves
dommages a la membrane
cellulaire.

*Le traitement a 1’aide des
polyphénols d’extraits individuels
(en particulier d’extraits BTE) et de
combinaisons sélectionnées a
entrainé une inhibition
statistiquement significative de la
formation de biofilm et a démontré
un potentiel antimicrobien
considérable.

(83)
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Résultats

Acide gallique de
synthése (Sigma).

Streptococcus
mutans.

In Vitro

*Le milieu utilisé était le
bouillon nutritif. Les
biofilms testés sont agés
de 24 et 36H.
*Coloration par le violet
de gentiane.

*Tous les composés
polyphénoliques ont montré une
réduction de la formation du
biofilm de S. mutans comparé au
témoin.

*L’acide gallique était le plus fort
agent anti-salissure biologique
(diminue les contaminations
bactériennes) contre S. mutans avec
une réduction de 82,1 %.

(84)
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Résultats

Acide gallique de *Escherichia coli | In Vitro | * Méthode du cristal violet | *La plupart des composés ont (85)
synthese (Sigma- entéropathogéniq en utilisant comme milieu, | induit des biofilms faibles ou non
Aldrich). ue [EPEC] le bouillon lysogéne (LB) | formés dans la souche EHEC,
*Escherichia coli sur des biofilms de 24 H. | tandis que les souches ETEC et
entérohémorrhagi EPEC ont formé des biofilms forts.
que [EHEC] *A faibles concentrations, 1’acide
*Escherichia coli gallique avec d’autres composés
entérotoxigénique ont affecté d’importants facteurs de
[ETEC] virulence comme I’inhibition
considérable de la formation de
biofilms par les pathotypes d’E.
coli.
Polyphénols de Burkholderia In Vitro | *L’expérience était *Le gallate d'épigallocatéchine (86)
synthése : cepacia réalisée sur des biofilms de | (EGCG), I’acide ellagique et
Gallate B. cepacia (Burkholderia | I’acide tannique sont tous dérivés
d’Epigallocatéchine cepacia), cultivés pendant | de I’acide gallique.
(Sigma-Aldrich), la nuit dans le milieu ABC | *La formation de biofilms a été
catéchine et acide (= milieu af-chromogene). | réduite de 30% apres 1’ajout
tannique (Carl Roth). *Utilisation de la méthode | d'EGCG et de 50% par I’addition
de cristal violet. d'acide ellagique (les deux a une
concentration de 40 pg/ml).
*L’ajout d’acide gallique a réduit
I’épaisseur des biofilms formés par
B. cepacia.
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Résultats

Extrait éthanolique
aqueux des rhizomes
de Nymphaea alba.

*Staphylococcus
spp.

In Vitro

*Méthode du cristal violet
en utilisant comme milieu,
un bouillon nutritif sur des
biofilms de 24 H.

*Le gallate de méthyle a entrainé
une réduction importante de la
formation du biofilm (de 84,9%o)
suivie de I’extrait de rhizome (de
78,8 %) et a montré la meilleure
activité antimicrobienne et
antibiofilm.

*Cette activité a été attribuée a sa
structure, en perturbant la
membrane et en affectant la
division cellulaire.

(87)

Extrait éthanolique
aqueux de feuilles de
pélerin de
Cochlospermum
regium (Schrank).

Staphylococcus
aureus

In Vitro

*Utilisation d’un bouillon
au TSB (= gélose
trypticase soja).

*Les biofilms sont agés
de 48 H.

*L’extrait de la feuille de pélerin
de Cochlospermum regium
(Schrank) a completement inhibé la
souche de Staphylocoque doré
résistant a la méticilline (SARM)
celle d’origine communautaire et
celle d’origine hospitaliere ainsi
que la formation de biofilm de
Staphylococcus aureus qui est
sensible a la méticilline, a une
concentration de 2000 pg/mL (Une
inhibition a 100 % de la formation
de biofilm).

(88)
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Résultats

*Et pour une concentration de 250
ug/mL, la baisse était de 1.4 & 2.6
log UFC (Unité Formant Colonie).
Alors que I’extrait éthanolique de
la feuille a montré une diminution
de la formation de biofilm qui
variait de 3,8 a 5,5 log UFC a une
concentration de 2 000 pg/mL, et
de0,5a1,1log UFC a une
concentration de 250 pg/mL.

Acide gallique de
synthése (Sigma-
Aldrich).

*Staphylococcus
epidermidis
*Staphylococcus
aureus

In Vitro

*Milieu de croissance TSB
(trypticase soja) avec
incubation de nuit.
*Coloration au cristal
violet.

*Un contenu élevé en composeés
phénoligues surtout en acide
gallique, a causé des changements
irréversibles dans la membrane
bactérienne des deux types de
bactéries (celles a Gram + et a
Gram -), y compris une diminution
de la surface des bactéries Gram -,
et des changements dans la
perméabilité cellulaire.

*En présence de concentrations
subinhibitrices de Ciprofloxacine
(inférieures a 0,017 pg/mL), la
formation du biofilm a été
diminuée de 1,6 fois par rapport au
témoin et jusqu’a 2,8 fois, lorsque
WH a été ajouté.

(89)
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Résultats

*Ces résultats indiquent que les
concentrations subinhibitrices de
Cipro exacerbent la formation de
biofilm, mais le WH I’empéche et
réduit davantage la charge de
biofilm.

*Puisque les biofilms contribuent a
I’échec du traitement antibiotique,
ces résultats suggerent que 1’ajout
de WH pourrait étre trés bénéfique.

Procyanidine

Procyanidine de * Streptococcus In Vitro | *F. nucleatum ATCC *Les dimeéres de procyanidines (90)
synthese (Sigma). mutans. In Vivo | 10953 a éte cultivé en étaient plus actifs contre les
*Fusobacterium anaérobiose dans le cellules de biofilm résistantes.
nucleatum bouillon de Schaedler. *Les procyanidines de baies
*S. mutans ATCC 25175 a | peuvent empécher I’agrégation,
également été cultivé en réduire I’hydrophobie bactérienne
anaérobiose dans un ou modifier la surface cellulaire
milieu défini des molécules.
chimiquement (MDP) ou
dans le bouillon BHI
(gélose cceur cervelle).
*Utilisation de la
technique de microtitrage
sur des biofilms de 48 H.
Extrait éthanolique | *Escherichia coli | In Vitro | *Culture au milieu BHI *Diminution de la croissance des (91)

acidifié de
Canneberge

*Staphylococcus
aureus

(gélose cceur cervelle).

colonies de biofilm apres

o1
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(Vaccinium
Oxycoccus).

*Utilisation de la méthode
de cristal violet pour des
biofilms de 24 H.

incorporation de I’extrait de
canneberge.

*Un effet plus prononce a été
observé chez S. aureus ne révélant
aucune croissance bactérienne.

*Une réduction de 5 unités
logarithmiques et 4 unités
logarithmiques a été observée pour
E. coli.

*L'activité antibiofilm principale
est associée aux procyanidines du
fruit de canneberge, qui
préviennent ’adhérence
bactérienne.
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Résultats

Catéchine

Catéchine de Staphylococcus In vitro. | *Méthode du Cristal violet. | *La catéchine a éradiqué la | (92)
synthése (Sigma- aureus. _ _ _ formation de biofilm de SARM
Aldrich). “Microscopie - optique et 33591 et la souche clinique N7 de
(SARM : S. confocale a balayage laser. e e T
aureus résistant a Apres formation du biofilm
la  methicilline). de MRSA 33591 et la| *L'encapsulation de la catéchine
souche clinique N7 sur des | dans un nano composite a augmenté
lames de verre (1x1 cm). le potentiel antibiofilm du ZIF-L en
atténuant I'adhérence des bactéries
SARM et N7 aux surfaces de verre.
L’hydrate de Pseudomonas In vitro. | *La plus faible | *La valeur CMI de L’hydrate de | (93)
catéchine de aeruginosa. concentration  inhibitrice | catéchine (HC) contre P. aeruginosa
synthése (Sigma- (CMI) des cellules | est de 125 ppm, tandis que la (CMI)

Aldrich).

planctoniques contre P.
aeruginosa a été mesurée
par la technique de micro

dilution.

*Les

colorés et visualisés sous

biofilms ont été

CLSM. Le logiciel Image J

(V. 1.52a, National

de CH était de 500 ppm.

*L’épaisseur du biofilm a diminué
de 30,2 + 1,3 a 23,4 £ 0,4 um et
quelques cellules mortes sont
apparues apres 15 min de traitement
au CH. L'épaisseur du biofilm et la
viabilité cellulaire ont diminué avec

l'augmentation du temps de contact
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Institutes  of  Health,
Bethesda, MD, USA) a été
utilisé pour la
quantification des cellules

sessiles vivantes et mortes.

pour atteindre 12,8 + 0,7 um et 1,9
+0,1 % aprés 120 min de traitement,
respectivement, demontrant que les
biofilms matures ont été éliminés

avec succes.

L’extrait acétate
d’¢éthyle de I’écorce
de Frangula alnus
(FA)

Six souches de S.
aureus ont été
utilisées dans

cette étude :

Staphylococcus
aureus sensible a
la méthicilline
(MSSA) et
Staphylococcus
aureus résistant a
la méticilline
(MRSA), les

In vitro.

*Meéthode du cristal violet
en utilisant comme milieu,
le bouillon lysogéne (LB)
sur des biofilms de 24 H.

*La détermination des
caractéristiques
morphologiques du
biofilm a été effectuée par
un microscope
électronique a balayage
(MEB).

*L’extrait acétate d’éthyle de

I’écorce de Frangula alnus a
présenté une forte inhibition de la
formation de biofilm des deux
souches ATCC de maniére dose-

dépendante.

*La biomasse totale du biofilm de
I’ATCC 25923 a été
significativement réduite de 51 a
91% a une plage de concentration de
1/8 x CMI-CMI.

(94)
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souches ATCC
(PATCC 25923,
ATCC 43300) et
les isolats. Des
isolats, invasifs et

non invasifs.

*Tandis que la biomasse du biofilm
ATCC 43300 a été
significativement réduite de 45 a
73% a une plage de concentration de
1/4 x CMI-CML.

*D’autre part, un effet antibiofilm
Iégerement inférieur de I'extrait a été
observé dans les isolats cliniques. Et
Gp29.

*Dans les souches Gp41 et Gp29, le
pourcentage d'inhibition de la
formation de  biofilm  était
respectivement compris entre 33 et
57 % et 30 et 50 %.

*Tandis que dans Gp7 une
inhibition significative (59 %) n'a
été obtenue gu'avec la concentration

testée la plus élevée 125 pg/mL.
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*Au contraire, une augmentation
significative de la biomasse du
biofilm (26 a 29 %) a été enregistrée
pour l'isolat Gpl9, en présence de

I’extrait.

*Pour la partie microscopique et
concernant toutes les souches de
(MSSA), le traitement avec l'extrait
de FA n’a pas considérablement
endommagé le biofilm, mais des
changements dans la densité
bactérienne et la structure de la
matrice sont visibles pour les
souches Gp41 et Gpl9.

*Dans la souche ATCC resistante a
la méthicilline, une légeére
perturbation de la biomasse du
biofilm peut étre remarquée. De
plus, méme si les biofilms de Gp29

et Gp7 n'étaient pas disperseés, des

56




Partie pratique

Résultats

changements dans la structure
tridimensionnelle et la morphologie

des biofilms étaient perceptibles.

L’extrait éthanolique
du fruit d'Eugenia
brasiliensis Lam de
(EEB).

Des biofilms de
Staphylococcus
aureus ATCC
25923 et de L.
acidophilus
ATCC 4356.

In vitro.

*Les biofilms ont été
cultivés en Infusion ceceur-
cervelle (BHI) a 35 °C

pendant 24 h.

*L’¢tude de Iactivité
antibiofilm a été effectuée
par la méthode du Cristal

violet.

*Les taux de survie des

controles, des biofilms

traités et non traités, ont été

*L’EEB n'était pas efficace contre
les cellules du biofilm de S. aureus
par rapport au groupe traité avec une

solution saline (p > 0,05).

*Le contr6le positif (vancomycine)
a diminué de maniére significative
la viabilité du biofilm par rapport au
groupe traité avec une solution
saline (p < 0,05).

*L’EBE a diminué de maniére

significative le nombre de cellules

(95)
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comparés pour déterminer
le pourcentage d'UFC/mL

viables.

du biofilm de L. acidophilus par
rapport au groupe traité avec une

solution saline (p <0, 05).

7 différents solvants
utilisés pour
I’extraction :

Ethanol, méthanol,
acétone, acétate
d'éthyle, hexane,

chloroforme et eau

distillée.

A partir du rhizome
de Bergenia ciliata et
les  feuilles de

Cellana grata.

Pseudomonas
aeruginosa
souche PAO1.

In vitro.

*Le biofilm de 24 h de P.
aeruginosa PAOl a été
cultivé dans du milieu de
Jensen (JM) a 30°C.

*Technique de coloration
au Cristal violet.

*L'extrait méthanolique de B.ciliata
et l'extrait éthanolique de C.grata
inhibent efficacement la formation
81% et 80%

été enregistrés

de biofilm ou
d'inhibition ont

respectivement.

*Les extraits méthanoliques ont
montré une attitude tres prometteuse
le biofilm de P.

aeruginosa PAO1 quel que soit le

pour inhiber

type de plante.

*Tous les extraits éthanoliques ont
montré une activité significative
contre le biofilm PAOL.

*Tous les extraits obtenus dans
I'acétate d'éthyle ont montré moins

(96)
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de 50 % d'inhibition par rapport au

controle.

*Les extraits acétoniques ne sont
pas aussi efficaces que ceux
obtenus dans les solvants

alcooliques.

*Les extraits hexaniques ont
montré une activité tres faible
contre le biofilm par rapport aux

autres solvants.

L'extrait aqueux et
méthanolique des
feuilles fraiches de

Ziziphus jujuba Mill.

Streptococcus
mutans UA159.

S. mutans.

In vitro.

*Technique de coloration

au Cristal violet.

*L'extrait aqueux a montreé la plus
forte inhibition de biofilm d'environ
90 % a une concentration de 1024
pg/ mL, alors qu'il réduisait le
biofilm & 27 % & une concentration
de 512 pg/mL.

* L'extrait méthanolique a inhibé la
formation de biofilm d'environ 85
% a une concentration de 512

(97)
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pg/mL, alors qu'il I'a réduite a 50 %

a une concentration de 128 pg/mL.

Catéchine
synthese
Aldrich)

de
(Sigma-

S. mutans ATCC
25175.

In vitro.

*Méthode du cristal violet
en utilisant comme milieu,
Infusion ceeur-cervelle
(BHI) sur des biofilms de
24H.

*Microscope électronique
a balayage (SEM).

*Muicroscopie confocale a
balayage laser (CLSM).

*Les résultats ont démontré que la
combinaison de la reutérine et de la
catéchine a perturbé de maniere
synergique les structures du biofilm
et reduisait le nombre de bactéries
viables dans le biofilm, ce qui a
entrainé par conséquent une
réduction  significative de la
biomasse du biofilm et de la
production de glucanes insolubles

dans I'eau de S. mutans.

*L’observation microscopique a

montré un changement de la

(98)
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structure du biofilm dans le groupe
combine, la plupart des zones de la
structure réticulaire sont tres laches
et des structures irrégulieres en
forme de trous apparaissent, la
matrice extracellulaire est rugueuse
et clairsemée, des résultats
similaires ont également été
observés dans les micrographies
CLSM de cette étude.

Gallate
d'épigallocatéchine
de thé vert (EGCG,
95% HPLC) de
synthése (Sigma-
Aldrich).

Streptococcus
mutans UA159.

In vitro.

*Technique de coloration

au Cristal violet.

*S. mutans UA159 a été
cultivé dans un milieu
chimiquement défini

(MCD) en anaérobiose.

*L’épigallocatéchine gallate
(EGCG) inhibe la formation du
biofilm et il a un effet bactéricide
avec (CMI = 31.25 mg/ml).

(99)
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L’extrait
polyphénolique des
bourgeons de thé

Rosa rugosa. (PTR).

Chromobacterium

violaceum.

In vitro.

*Méthode du cristal violet
en utilisant comme milieu,
le bouillon lysogéne (LB)
sur des biofilms de 24 H.

*Microscopie confocale a
balayage laser (CLSM).

*Dans le test de quantification de la
biomasse  du  biofilm, une
diminution significative (p < 0,01)
de la formation du biofilm a été
observée lorsque des souches
bactériennes se sont développées en
présence de I’extrait polyphénolique

de thé Rosa rugosa (PTR).

*A la concentration de 640 mg / ml,
PTR a montré une réduction
maximale de 67, 02% et 72, 90% de
la biomasse du biofilm de E. coli K-
12 et P. aeruginosa PAO1,

respectivement.

*Les analyses du CLSM ont montré
que les deux souches (E. coli K-12
et P. aeruginosa PAO1) formaient
des biofilms épais et compacts
lorsqu'elles étaient cultivées en

I'absence de PTR. En revanche, la

(100)
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PTR & une concentration inférieure
a la CMI de 640 mg/ml a entrainé
des agrégations cellulaires plus fines
et plus laches sur les surfaces au lieu

de l'architecture normale du biofilm.

Infusion dans 1’eau
des feuilles de thé
Assam Camellia
sinensis var.
Assamica et de thé
vert Camellia

sinensis.

Streptococcus

mutans.

In vitro.

*La formation de biofilms
a été testée en mesurant la
capacité des cellules a

adhérer et a se développer

sur les disques
d'hydroxyapatite
recouverts de  salive

humaine (sHA).

*Coloration par la méthode
du cristal violet en utilisant
comme milieu, Infusion
cceur-cervelle (BHI) sur

des biofilms de 24 H.

*Le thé d'Assam a une activité
d'inhibition du biofilm plus forte

contre S. mutans que le thé vert.

*Plusieurs pourcentages (0,63 a 5,0)
de l'infusion de thé d'Assam ont un
impact sur la formation de biofilm.
De plus, la formation de biofilm sur
les surfaces de sHA a été inhibée par
le thé Assam (5 % (v/v) mais pas par

le thé vert.

(101)
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L'extrait des feuilles
de thé vert Camellia
sinensis. Commercial
(Hangzhou  Gosun
Biotechnologies Co.,
Ltd.,

Zhejiang,

Hangzhou
Chine)
avec une teneur en
polyphénols de 98,42
%, dont 47,92 %
d'EGCG
(L’¢épigallocatéchine
gallate), selon Ia
fiche technique du

produit.

Porphyromonas

gingivalis.

In vitro.

*Un test de micro dilution
en bouillon a été utilisé
pour déterminer l'activité
antibactérienne de I'extrait
de thé vert et de 'EGCG.

*P. qgingivalis ATCC
33277, HW24D1 et W83

ont été cultivés dans du

bouillon Todd Hewitt
(Becton, Dickinson and
Company, Sparks, MD,

USA) additionné de 0,001
% d'hémine et de 0,0001 %
de vitamine K (THB-HK).
Les cultures ont été
incubées a 37 °C dans une

chambre anaérobiose.

*Les valeurs de CMI de l'extrait de
thé vert sur P. gingivalis variaient de
250 a 1000 pg/ml, tandis que celles
de I'EGCG variaient de 125 a 500
ug/ml.

(102)
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L’extrait

méthanolique de
poudre d'herbes
mélangées (MHPE) :
Ecorce d'Acacia
arabica  (acacias),
fruits de Terminalia
Chebula, T. bellerica
et E.  officinalis

(Triphala).

Les poudres ont été
mélangées
conformément a la
formulation
traditionnelle de la
poudre dentaire (A.
arabica (70 %), T.
chebula (10 %), T.
bellerica (10 %), E.
officinalis (10 %)).

Streptococcus
mutans,
Lactobacillus
casel,
Actinomyces

Viscosus.

In vitro.

*La coloration a été
effectuée par la Méthode
du cristal violet en utilisant
comme milieu, Infusion
cceur-cervelle  (BHI) sur

des biofilms de 72 H.

*La qualité structurale a été

étudiée a l'aide d'un
microscope électronique a

balayage.

*En ce qui concerne la perturbation
et I'élimination du biofilm, le MHPE
a présenté l'activité la plus élevée
contre le biofilm de L. casei par
rapport a celle des trois autres

micro-organismes.

*Le pourcentage de réduction du
biofilm par MHPE par rapport au
témoin négatif (sans traitement)
était de 96,9 % (A. viscosus), 94,1 %
(C. albicans), 99,8 % (L. casei) et
91,7 % (S. mutans).

*Lors de I'évaluation de la capacité
du MHPE a éliminer le biofilm de S.
mutans, une exposition de 30
minutes a donné une reduction
maximale du biofilm. L'élimination
du biofilm a augmenté de maniére
significative (P < 0,05) avec

l'augmentation de la concentration

(103)
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de MHPE, avec une activité plus
élevée a la concentration (150

mg/ml).

*Le Microscope électronique a
balayage a confirmé les dommages
dans les couches externes de S.

mutans.

*MHPE a une activité
antibactérienne efficace contre les
micro-organismes induisant des

caries.

L'extrait

méthanolique

viscosa

angustifolia.

des

feuilles de Dodonaea

var.

Streptococcus

mutans

In vitro.

*Chaque souche de S.
mutans a été cultivée sur
des lames de verre dans un
bécher  contenant  un
bouillon de tryptone et 0,78
mg/ml d'extrait
méthanolique a 37°C sous

CO2 pendant 30 h.

*L'extrait a significativement réduit
la formation de biofilm de S. mutans
a une concentration sous-inhibitrice
de 0,78 mg/ml apres 6, 24 et 30 h.

(104)
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*Le milieu a été changé
apres 24 h. Une lame avec
biofilm a été retirée apres 6,
24 et 30 h.

* Les biofilms ont été lavés
avec une solution de
tampon phosphate salin
(PBS), les cellules
attachées ont été retirées
des lames, mises en
suspension dans du PBS,
vortexées et quantifiées en
utilisant la technique de

microdilution.

Epicatéchine

L’extrait aqueux des
feuilles et bourgeons
non fermentés de

Camellia sinensis

Staphylococcus
aureus ATCC
25923,

Enterococcus
faecalis ATCC

In vitro.

La méthode du Cristal

violet.

*Pour C. sinensis, les pourcentages
d'inhibitions des formations de
biofilms chez les bactéries Gram+
variaient entre 80,56 + 1,16 % a la
CMl et 14,42 +1,52 % a la CMI /8

pour S. aureus.

(105)
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29212, Listeria

monocytogenes

ATCC 7644,
Pseudomonas
aeruginosa ATCC
27853,
Salmonella typhi

ATCC 14028,
Escherichia coli
ATCC 25922,

Candida albicans
ATCC

10239,
Chromobacterium
violaceum
CV12472 and
Chromobacterium
violaceum.CV026

*De 76,71 + 3,32% a la CMI et a
22,56 + 2,10% a la CMI/ 4 pour E.

faecalis.

*De 73,42 + 2,39% a la CMI et a
15,75 + 0,96 % a la CMI/4 pour L.

monocytogenes.

*Sur les bactéries Gram négatif,
I'activité antibiofilm variait de 74,46
+ 4,71% a la CMI et de 35,28 +
1,57% a CMI/4 pour P. aeruginosa,

*De 59,24 + 3,68% a la CMI et a
23,29 + 2,20 % a la CMI/8 pour S.

typhi.

*De 47,83 £ 2,80 % a la CMI et a
11,54 + 0,70 % a la CMI/2 pour E.

coli.

*Pour la levure C. albicans, le

pourcentage d'inhibition du biofilm
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variait de 68,48 + 1,02% a 24,94 +
1,28 % a la CMI et a la CMI/4,

respectivement.

L’¢épigallocatéchine
gallate present dans
Yakult® Co.

S. mutans (ATCC
25175).

In vitro.

*Coloration par la méthode
du cristal violet en utilisant
comme milieu, Infusion
cceur-cervelle (BHI) sur

des biofilms de 24 H.

*Des biofilms ont été
formés dans des plaques de
culture a 24 puits pour les
mesures de la biomasse, sur
des lamelles pour
I'observation

microscopique ou dans des
tubes a centrifuger de 50 ml
pour la détermination de

I'expression génique.

*L_a biomasse du biofilm a

été déterminée a l'aide d'un

*L’¢épigallocatéchine gallate
(EGCG) a diminué la biomasse du
biofilm S. mutans d'une maniere
dépendante de la concentration, et
250 a 1000 pg/ml d'EGCG ont
considérablement réduit la biomasse

du biofilm de S. mutans.

*Les images SEM ont montré que la
taille des agrégats de S. mutans
diminuait en présence d'EGCG.

(106)
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test de coloration au cristal

violet.

d'éthyle

été testés :

arborescens
Natalensis
Artemisia

Clivia

fruticosus,

Des extraits acétate

chloroformique de 13

especes végetales ont

Acacia karroo, Aloe

Datura stramonium
L, Drimia altissima,
Eucomis autumnalis,

Gomphocarpus

Listeria
monocytogenes

In vitro

*Microscopie  laser a

balayage confocal.

*|_'extrait brut d'A. karroo a montré
une légere réduction du

développement du biofilm listérien.

*De plus, le p-sitostérol et
I'épigallocatéchine avaient une plus
grande activité dans la perturbation

du biofilm de L. monocytogenes.

*L'épicatéchine n'a pas réduit le

biofilm.

(107)

70




Partie pratique Résultats

Heteromorpha
arborescens, Senecio
inonartus,
Plectranthus
ecklonii, Tulbaghia
violaceae, Ziziphus

mucronate.
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3. Discussion :

Le concept scientifique de biofilm est apparu en médecine dans les dix dernieres années
du XXe siécle. Mais 1’idée genérale des biofilms comme principal moyen par lequel les micro-

organismes résistent dans la nature a été démontré que depuis peu (108).

Cette revue systématique vise a faire une synthése des travaux réalisés sur 1’activité
antibiofilm de quatre polyphénols: l'acide gallique, la procyanidine, la catéchine et

I’épicatéchine.

Les pays qui ont produit le plus de publications sont les Etats-Unis (7 publications) et la

Chine (7 publications), ceci pourrait étre dd au fait que :

Ces deux pays s’intéressent beaucoup a la recherche scientifique et au développement

dans le domaine médical et I’exploration du monde végétal (109, 110).

Les biofilms bactériens sont associés a environ 1,7 million des infections nosocomiales
aux Etats-Unis, entrainant un fardeau économique annuel d'environ 11 milliards de dollars. La
fixation d'agents pathogenes sur des surfaces de biomatériaux reste un défi important qui
compromet considérablement leur applicabilité clinique, limitant I'avancement de ces systémes
(111). Aussi un examen systémique des infections nosocomiales dans les pays d'Asie de I’Est
a révélé que la prévalence globale était de 9,1 % (112). Ces données expliquent le nombre

élevé des publications dans les Etats-Unis et la Chine par rapport aux autres pays.

2020 représente 1’année avec le plus de publications (26,70%). Et avec le plus de
collaborations internationales (5 collaborations) entre : les Etats-Unis et 1’Italie, 1’Inde et le
Vietnam, le Pakistan, I’ Arabie Saoudite et la Chine, le Cameroun et la Turquie, I’Inde et les
Etats-Unis. Ce résultat peut étre justifié par la menace persistante du probléme
d’antibiorésistance et le phénomeéne du biofilm pour la santé mondiale durant ces dernieres
années (113, 114). Et la nécessité de trouver des alternatives antibiofilms naturelles, en orientant

les nouvelles recherches vers le domaine de la phytothérapie (115, 116).

La majorité des publications retenues ont été réalisées in vitro (86,70%). Cette méthode
offre la possibilité de choisir parmi une variété de modéles de biofilm selon les préférences du
chercheur, afin de controler les conditions in situ, permettant I'établissement, I'entretien et la

réplication de biofilms (117).
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La catéchine et 1’acide gallique représentent les polyphénols les plus étudiés pour leur

activité antibiofilm (43,30% et 40% respectivement).

La catéchine et 1’acide gallique sont deux composés phénoliques connus pour leur
pouvoir qui consiste a inhiber la croissance de différents micro-organismes capables de former
des biofilms bactériens. Aussi ils sont tres abondants et largement distribués parmi les plantes,
produits par une variété d’aliments tels que les légumes, les fruits, les graines et les boissons

d’origine végétale (118).

Le biofilm de Streptococcus mutans était le plus étudié (avec 9 publications), suivi par

le biofilm de Staphylococcus (avec 5 publications).

Ceci peut étre interprété par le fait que ces bactéries sont responsables des infections
nosocomiales hospitaliéres, surtout les infections associées aux biomatériaux par le
développement des multicouches de biofilms adhérents de Staphylococcus sur les surfaces des
dispositifs implantés (119). Ou communautaires surtout les biofilms oraux, ceux des plaques

dentaires causés par le Streptococcus mutans (120).

L’acide gallique : a une forte activité sur les deux souches: ATCC25175 et

ATCC700610 de Streptococcus mutans. Une concentration de 8 mg/ml a inhibé la croissance
des biofilms &gés de 24 H et de 48 H. Et une concentration de 4 mg/ml a montré une réduction
leur poids humide (78). L acide gallique est aussi un fort inhibiteur de la formation du biofilm
qui adiminué les contaminations bactériennes contre les biofilms agés de 36 H de Streptococcus

mutans avec un taux d’inhibition égale a 82,1% (84).

Une concentration de 2 mg/mL a inhibé la formation du biofilm de Shigella flexneri
(ATCC 12022) de 78,98 %. Il a aussi réduit le nombre des cellules viables de 7,28 log10
UFC/mL a 3,22 log1l0 UFC/mL des biofilms agés de 24 H, et la plupart des cellules ont été

endommagées (80).

En outre, le nombre de bactéries viables dans le biofilm de Staphylococcus aureus a été
réduit de 6,38 log10 UFC/mL a 0,83 log10 UFC/mL, et Staphylococcus aureus en suspension
de 8,8 log10 UFC/mL & 1,41 log10 UFC/mL. Avec un taux d’inhibition du biofilm de 31,7 %
aprés 1’exposition a 2 mg/mL d’acide gallique (81). Cette étude a démontré une relation
proportionnelle entre le degré d’inhibition du biofilm par I’acide gallique et la concentration de

celui-ci.
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Les études ont montré également que 1’acide gallique a réduit 1’épaisseur des biofilms
bactériens (86). A affecté la division cellulaire et a perturbé la membrane bactérienne (87), en
causant des modifications irréversibles sur la paroi des bactéries a Gram (+) et a Gram (-), y
compris une diminution de la surface des bactéries a Gram (-), et des changements dans la

perméabilité cellulaire (89).

La procyanidine : a une activité antibiofilm sur la souche ATCC 25175 de Streptococcus
mutans et la souche ATCC 10953 de Fusobacterium nucleatum, en modifiant la surface
bactérienne des biofilms agés de 48 H, en empéchant I’agrégation des bactéries, et en réduisant
I’hydrophobie (90).

Il a été indiqué dans une autre étude que les procyanidines préviennent 1’adhérence
bactérienne en diminuant la croissance des colonies de biofilm. Une réduction de 5 unités
logarithmiques et 4 unités logarithmiques a été observée pour Escherichia coli. Un effet plus
prononcé a été observé chez Staphylococcus aureus ne révélant aucune croissance bactérienne
(92).

La catéchine : a une forte activité sur les biofilms des souche ATCC 43300 et ATCC
25923 de Staphylococcus aureus (94).

Une étude montre que 1’extrait acétate d’éthyle de I’écorce de Frangula alnus riche en
catéchine a un fort pouvoir inhibiteur sur la formation de biofilm des deux souches ATCC de
maniére dose-dépendante. L’isolat Gpl9, et toutes les souches de Staphylococcus aureus

résistantes a la méticilline (MSSA) sont moins sensibles (94).

Une autre etude a montré que I’extrait d’Eugenia brasiliensis comportant une teneur

élevée en catéchine, ne montre pas une efficacité contre le biofilm de S. aureus (95).

La catéchine presente une activité antibiofilm et bactéricide avec CMI = 31.25 mg/ml sur
le biofilm de S. mutans (99). Et elle montre une activité antibiofilm en synergie de reutérine
avec la catéchine, 1’association des 2 molécules a montré un effet bénéfique sur I’activité
antibiofilm, provoquant une réduction significative de la biomasse du biofilm et de la
production de glucanes insolubles dans I'eau de S. mutans et un changement de la structure du
biofilm observé sous microscope électronique a balayage et microscope confocale a balayage
laser (98).
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La catéchine a une activité antibiofilm sur Streptococcus mutans. C’est ce qui a été
démontré pour I’extrait méthanolique de Dodonaea viscosa var. angustifolia, les extraits
aqueux et méthanolique des feuilles de jujube Ziziphus jujuba, I’extrait méthanolique de poudre
d'herbes mélangées (MHPE) (Ecorce d'Acacia arabica (acacias), fruits de Terminalia Chebula,
Terminalia bellirica et Euphrasia officinalis (Triphala)), (97, 103, 104), I’infusion des feuilles
de thé Assam Camellia sinensis var. Assa mica et de thé vert Camellia sinensis, qui présentent
tous une teneur élevée en polyphénols et particulierement en catéchine (7). L’extrait MHPE a
présenté une activité antibiofilm importante vis-a vis d ’Actinomyces viscosus, Candida albicans
et Lactobacillus casei ((103).

L’hydrate de catéchine a provoqué une diminution de I’épaisseur du biofilm. La
diminution était en relation de corréelation directe avec le temps : 30,2 £ 1,34 23,4 £ 0,4 um

apres 12,8 + 0,7 um apres 15 min et 120 min respectivement (93).

Les extrait méthanolique, éthanoliques et les extraits obtenus par l'acétate d'éthyle du
rhizome avec peau de B.ciliata et des Feuilles de C.grata, ont tous montré une bonne activité
antibiofilm sur la souche PAO1 de P.aeruginosa, contrairement aux extraits acétoniques et

hexaniques qui ont eu une tres faible activité (96).

Une autre étude a montré que ’extrait commercial de thé vert était actif sur le biofilm de

Porphyromonas gingivalis avec un CMI qui variait de 250 a 1000 pg/ml (102).
L’épicatéchine :

Dans I’étude de Nyila MA, I'extrait brut d'A. Karroo a montré une légere réduction du
développement du biofilm listérien. De plus, le B-sitostérol et I'épigallocatéchine avaient une

plus grande activité dans la perturbation du biofilm de L. monocytogenes. (107).

Une étude faite par ( Wu C-Y et al., 2018) a montré que des concentrations entre 250 et
1000 pg/ml d'EGCG ont considérablement réduit la biomasse du biofilm de S. mutans, et ont
réduit la taille de leur agrégats(106).

L’extrait de Camellia sinensis (teneur en épicatéchine de 324.05 +0.37mg/g), a inhibé la
formation des biofilms de bactérie gram+ (S. aureus, E. faecalis, L. monocytogenes) de 80,56
+ 1,16, 76,71 + 3,32 et 73,42 * 2,39% respectivement a une concentration égales a la CMI. Et
il a inhibé ceux de bacteries gram- (P. aeruginosa, S. typhi et E. coli) de 74,46 + 4,71, 59,24 +

3,68 et 47,83 + 2,80% respectivement a la meme concentration.
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C. sinensis a montré une inhibition du biofilm plus élevée que C. longa (riche en

curcumine) sur toutes les souches testées a la méme concentration (105).
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Conclusion

Les biofilms peuvent étre impliqués dans diverses pathologies y compris les maladies
bucco-dentaires, I'endocardite bactérienne, la pneumonie, I'ostéeomyélite, la maladie

coronarienne, I’infractus cérébral...Etc.

A cause de la haute résistance des biofilms aux antimicrobiens et au systéme immunitaire
de I’hdte, de nombreux auteurs ont proposé des thérapies alternatives qui peuvent offrir des

résultats satisfaisants sans entrainer de risques potentiels pour le patient.

Les plantes médicinales avec leurs métabolites secondaires, sont des sources potentielles
de nouveaux composés antimicrobiens et antibiofilms contre les microorganismes pathogénes,

qui sont responsables de diverses infections humaines et animales.

Cette revue systématique est un apercu de 30 articles de recherche répertoriés dans deux
bases de données scientifiques : Google Scholar et Science Direct, portant sur ’activité
antibiofilm des polyphénols sélectionnés, a savoir: la catéchine, 1’acide gallique, la

procyanidine et 1’épicatéchine.

La catéchine et 1’acide gallique ont montré une activité antibiofilm tres satisfaisante
contre différentes souches bactériennes, principalement sur les biofilms de Staphylococcus
largement répandus dans les zones hospitalieres et nosocomiales, ainsi que les biofilms oraux
essentiellement causés par Streptococcus mutans. Ce qui pourrait étre un moyen de lutte tres

encourageant contre I’antibiorésistance et le phénomene du biofilm.

Les résultats de notre revue représentent un début pour une recherche plus approfondie
sur ces substances naturelles biologiquement actives contre les biofilms bactériens. En
perspectives, des essais in vivo et méme cliniques pour évaluer leur innocuité, efficience,

toxicite, et aussi leurs effets secondaires, sont suggéres.

D’autres revues sur les autres composés polyphénoliques viendront compléter ce travail,

dans lequel nous étions contraints a restreindre le nombre de molécules étudiées faute de temps.
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Glossaire

Algues :

Ce sont des végétaux vivant majoritairement dans un milieu aquatique. Elles sont dépourvues

de tige, de racine, de feuille ou de fleur.

Anaérobies :

Bactéries qui ont du mal a vivre ou qui ne peuvent pas se multiplier en présence d'oxygéne.
Antibiotique a large spectre :

Qui inhibe la croissance de plusieurs espéces de microbes.

Bactéricide :

Qui tue les bactéries et les détruit.

Biocide :

Produit chimique qui a la capacité de détruire les organismes vivants nuisibles susceptibles
d'induire des effets néfastes sur I'nomme, I'animal ou l'environnement (ex. pesticides,

herbicides, antibiotiques).

Biomasse :

Est I'ensemble des matieres organiques pouvant devenir des sources d'énergie.
Bouillon Cceur-Cervelle :

C’est un milieu de culture microbiologique non-sélectif, utilisée pour la culture d'un grand
nombre de microorganismes, notamment de bactéries, des levures et des champignons

filamenteux.
Bouillon lysogéne :

C’est un milieu non sélectif de culture nutritif, servant initialement a la culture bactérienne.

89



GLOSSAIRE

Bouillon Tryptone soja :

C’est milieu de culture utilis¢ en microbiologie pour des bactéries peu exigeantes aérobies et

anaérobies.
Coloration de Gram :

Méthode de coloration de bactéries (coloration de Gram) qui permet notamment leur

classification.

Criblage :

Terme qui désigne 1’étape d’élimination des doublons.
Cristal violet :

C’est un colorant triarylméthane qui peut se lier a des molécules de type ribose telles que I'ADN

dans les noyaux.
Détection du quorum :

Mécanisme par lequel les bactéries pathogénes évaluent leur densité, ce qui, une fois le quorum
atteint, leur permet d'exprimer leur virulence de maniére synchronisée, et ainsi de favoriser le

développement d'une infection bactérienne.
Eligibilité :

Terme qui désigne tous les critéres de sélection.
Endocytose :

Processus par lequel une cellule intégre des molécules ou des particules du milieu extérieur, par

repli de sa membrane qui forme alors une vésicule interne capable de se déplacer dans la cellule.
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Gram + :

Bactéries qui, lors de la méthode de coloration de Gram, restent colorées en violet ou mauve.
Car elles ont des parois cellulaires qui contiennent d'épaisses couches de peptidoglycane (90 %

de la paroi cellulaire).
Gram - :

Bactéries qui, lors de la méthode de coloration de Gram, éliminent le cristal violet et
apparaissent rose. Car elles ont des parois avec de fines couches de peptidoglycane (10 % de la

paroi) et une teneur élevée en lipides.
Hote :

Est un organisme qui héberge un parasite, un partenaire mutuel ou un partenaire commensal,

nécessaire a son cycle de vie.

Hydrophobicité :

Caractere hydrophobe d’une substance (Qui évite 1'eau).

Incubation :

Période de contamination, développement et de multiplication bactérienne.
Infections nosocomiales :

Ce sont des infections contractées dans un établissement de sante.
Inoculation :

Action d'introduire un germe dans un organisme vivant par injection ou ensemencement d'un

milieu de culture.
In vitro :

Se dit des réactions chimiques, physiques, immunologiques ou de toutes les expériences et

recherches pratiquées au laboratoire, en dehors d'un organisme vivant.
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In vivo :

Se dit des réactions chimiques, physiques ou des interventions pratiquées sur I'étre vivant, soit

a titre d'expérimentation ou de recherche, soit dans un dessein diagnostique ou thérapeutique.
Létal :

Se dit d'un gene, d'un génotype ou d'un remaniement chromosomique qui n'est pas compatible

avec la vie de l'individu. Qui entraine la mort.
Meétabolites secondaires :

Molécule, souvent spécifique d'une espéce végétale ou fongique, qui est synthétisée en dehors
des voies métaboliques essentielles par des cellules spécialisées, a certains moments du

développement ou en réponse a une agression.
Microscope confocale :

Est un microscope optique qui a la propriété de réaliser des images de tres faible profondeur de

champ. Sert a obtenir une image tridimensionnelle de 1’objet recomposée par ordinateur.
Milieu Lowenstein Jensen :

C’est un milieu de culture semi-défini, solide, faiblement sélectif, employé en microbiologie

pour la culture des Mycobactéries.
Milieu Todd-Hewitt :

C’est un bouillon d'enrichissement, fréquemment utilisé pour enrichir les frottis génitaux. Il

permet la mise en évidence des différents groupes de Streptococcus.
Mutation :

Toute modification permanente d'une sequence d’ADN d'une cellule.
Oligo :

Est un élément de nature minérale, présent dans le corps humain en tres faible quantité.
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Phénotype :

Ensemble des caractéres observables, apparents, d'un organisme dus aux facteurs héréditaires

(génotype) et aux modifications apportées par le milieu environnant.
Protozoaire :

C’est un membre de I'embranchement du régne animal, comprenant des animaux a une seule

cellule.
Récalcitrance :

Incapacité d'un explant végetal en culture in vitro & avoir une activité de croissance cellulaire,

a développer de nouveaux organes ou a donner une plante entiére.
Récif corallien :

C'est un habitat ou vit une multitude d'espéces animales et végétales. Ces derniers sont des
structures sous-marines, vivant en symbiose avec des algues et qui constituent leur propre

squelette calcaire.
Revue systématique :

C’est un travail de synthese qui fait le bilan des résultats de toutes les connaissances et les

études originales existantes répondant a une méme question de recherche.

Sessile :

Se dit de tout organe inséré directement sur I'axe et dépourvu de pédoncule.

Slime :

C’est un polymere responsable de I’adhésion intercellulaire et qui sert & former le biofilm.
Souche :

Ensemble de cellules dérivant du méme clone et donc présentant les caracteres typiques de la

bactérie ou du virus d'origine.
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Synergie :

Désigne l'interaction entre au moins deux molécules dont les effets combinés sont supérieurs a

la somme de leurs propres effets.
Vortex :
Matériel utilisé en biologie moléculaire pour mélanger des solutions.

Yakult® Co :

Yakult est une marque commerciale déposée pour une boisson de cocktails de thé a base de thé
vert et de produits laitiers fermentés.
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Résume :

Les polyphénols sont des candidats potentiels d’agents bioactifs dans le secteur pharmaceutique
et médical, pour promouvoir la santé humaine, prévenir et guérir diverses maladies.

Cette étude vise a réaliser une revue systématique sur 1’activité antibiofilm de quatre composés
polyphénoliques : la catéchine, I’acide gallique, I’épicatéchine et la procyanidine.

Une recherche de littérature scientifique a été réalisée en consultant deux bases de données
Google Scholar et Science Direct, et en suivant la liste de vérification PRISMA.

L’exploration bibliographique a donné un nombre de 927 publications qui ont été filtrées pour
ne retenir que 30, répondant a tous les critéres posés.

La majorité de ces études ont été publiées au cours des cing derniéres années. 2020 représente
I’année avec le plus de publications. Le plus grand nombre des études a été réalisé par des méthodes in
vitro avec un pourcentage de 86,70%, alors que 13,30% des publications ont combiné des tests in vivo
et in vitro. La catéchine et I’acide gallique ont été les polyphénols les plus cités avec un pourcentage de
43,30% et 40% respectivement.

La plupart de ces études ont confirmé que les polyphénols possédent une activité antibiofilm
importante vis-a-vis de différentes souches bactériennes impliquées dans les infections associées aux
biofilms.

Mots clés : Acide gallique, antibiofilm, catéchine, épicatéchine, polyphénols, procyanidine.

Abstract:

Polyphenols are potential candidates for bioactive agents in the pharmaceutical and medical
sector, to promote human health, prevent and cure various diseases.

This study aims to carry out a systematic review of the antibiofilm activity of four polyphenolic
compounds: catechin, gallic acid, epicatechin and procyanidin.

A scientific literature study was conducted using two databases: Google Scholar and Science
Direct databases, following the PRISMA checklist.

The bibliographic exploration yielded a number of 927 publications, which were filtered to
retain only 30, meeting all the criteria.

The majority of these studies have been published in the past five years. 2020 is the year with
the most publications. The largest number of studies was conducted using in vitro methods with 86.70%,
while 13.30% of the publications combined in vivo and in vitro tests. Catechin and gallic acid were the
most cited polyphenols with 43.30% and 40% respectively.

Most of these studies confirmed that polyphenols have a significant antibiofilm activity facing
different bacterial strains involved in biofilm-associated infections.

Keywords: Gallic acid, antibiofilm, catechin, epicatechin, polyphenols, procyanidin.
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