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Résumé

Ces derniéres décennies différentes approches ont été adoptées pour lutter contre les infections
nosocomiales a biofilm. Dans cette etude, notre stratégie s’est basée sur le concept de
développement des surfaces antiadhésives en mettant en jeu des molécules naturelles afin de
prévenir ’adhésion bactérienne et la formation ultérieure du biofilm. Pour cela, I’activité
antibactérienne de 12 métabolites secondaires a été évaluée contre Staphylococcus aureus
CIP543154 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27653. Les mesures de 1’angle de contact ont
révélé un caractere hydrophobe pour le matériau de plastique (6w= 76,2°; Giwi= -23,37) et
hydrophile pour les deux souches étudiees (Bw < 65° et AGiwi > 0). Les observations au
microscope électronique a balayage ont montré la capacité des deux souches a adhérer au
plastique. L’évaluation de [I’activité antibactérienne des composés par la méthode de la
microdilution a indiqué que le carvacrol et le thymol sont tres actifs contre les deux bactéries
par rapport aux autres composés testés d’ou leur choix pour le test d’anti-adhésion. Le
traitement avec le carvacrol et le thymol a induit des modifications dans les propriétés
physicochimiques du matériau et a rendu la surface hydrophile. Le carvacrol a entrainé une

inhibition de ’adhésion de P. aeruginosa apres 24 heures.

Mots clés : Activité antibactérienne, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

adhésion, matériau de plastique, carvacrol, thymol



Abstract

In the last decades, different approaches have been adopted to control nosocomial biofilm
infections. In this study, our strategy was based on the concept of developing anti-adhesive
surfaces by involving natural molecules to prevent bacterial adhesion and subsequent biofilm
formation. For this purpose, the antibacterial activity of 12 secondary metabolites was evaluated
against Staphylococcus aureus CIP543154 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27653.
Contact angle measurements revealed hydrophobicity for the plastic material (Bw= 76.2°;
Giwi= -23.37) and hydrophilicity for both strains studied (0w < 65° and AGiwi > 0). Scanning
electron microscope observations showed the ability of both strains to adhere to plastic.
Evaluation of the antibacterial activity of the compounds by the microdilution method indicated
that carvacrol and thymol were highly active against both bacteria compared to the other
compounds tested hence their choice for the anti-adhesion test. Treatment with carvacrol and
thymol induced changes in the physicochemical properties of the material and made the surface
hydrophilic. Carvacrol caused an inhibition of P. aeruginosa adhesion after 24 hours.

Keywords: Antibacterial activity, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, adhesion,

plastic material, carvacrol, thymol.
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Introduction

Les infections nosocomiales (IN) posent un véritable probléme de santé publique du fait
de leur fréquence, leur gravité, et aussi de leur colt socio-économique. En 2009, ’'OMS
estimait que 1,4 millions de personnes étaient malades dans le monde de suite d”infections
contractées en milieu hospitalier (WHO, 2009). Dans les pays développés, ces infections
représentent 7% alors qu’elles représentent 10% dans les pays en développement (Khan et al.,
2017) , et elles constituent également la troisiéme cause de mortalité (Kakupa et al., 2016). En
effet, environ 60 & 70% des infections nosocomiales étaient attribuées a la formation de biofilm
sur des dispositifs médicaux tels que les cathéters, les sondes endotrachéales et les protheses
(Rao et al., 2021). De plus 80% des infections microbiennes tels que l'endocardite, la
mucoviscidose et la méningite chez 1’homme sont liées a la formation du biofilm (Khatoon et
al., 2018).

L’antibiothérapie était la solution la plus efficace pour traiter les infections a biofilm
mais malheureusement avec I’émergence des souches multi-résistantes, ce traitement est
devenue inadéquat en raison de la toxicité de la dose biocide elevée requise qui ne peut pas
étre administrée au patient (Gharbi et al., 2015). Ce probleme a obligé la communauté
scientifique de decouvrir de nouveaux agents antimicrobiens plus performants que les
antibiotiques. Apres plusieurs annéees de recherche les composés des plantes se sont avérees
comme une tres bonne alternative naturelle vu leur abondance et leur diversité. En effet, il est
estimée que le nombre total d’espéces végétales sur la planéte est d'environ 25 000 a 500 000
(Zalegh et al., 2021). Ainsi les plantes sont connues pour leur capacité a produire une vaste
gamme de composes phytochimiques (Simoes et al., 2009), tels que les tanins, les composés
phénoliques et les flavonoides, et qui se sont avérésin vitro avoir des propriétés

antimicrobiennes (Manandhar et al., 2019).

De nouvelles stratégies pour lutter contre les biofilm ont été également adoptées surtout
préventives que curatives visant a abolir le premier contact cellule-surface, et survenant au
cours des premiers stades du cycle de biofilm ou I’adhésion est réversible et le biofilm
détachable. Ces stratégies comprennent le revétement et I’'immobilisation des agents

antimicrobiens sur les surfaces (Wang & Tang, 2018).

Dans le cadre de lutter contre le développement des biofilms liées aux infections nosocomiales
s’inscrit ’objectif de notre étude qui a pour objectif d’évaluer 1’activité antibactérienne de 12

composés naturels, d’étudier ’effet des composés naturels sur les propriétés physicochimiques



d’un matériau de plastique et de tester leur impact sur I’adhésion de S. aureus et P. aeruginosa

au matériau de plastique.
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l. Les biofilms
1. Définition

Un biofilm est définit comme une communauté microbienne hétérogéne adhérée a une surface
inerte ou vivante et englobée dans une matrice de polymeres extracellulaires (Costerton et al., 1978).
En effet 99 % des microorganismes sur terre adoptent un mode de vie en biofilm (Mattei et al., 2017).
Ce mode de croissance sessile permet aux microorganismes de se protéger des conditions
environnementales défavorables telles que la dessiccation ainsi que des agents antimicrobiens
(Clutterbuck et al., 2007).

2. Composition

Un biofilm est une combinaison de deux composantes : les microorganismes et la matrice
extracellulaire. Les micro-organismes représentent 2 a 15 % du matériel du biofilm (Sutherland, 2001),
alors que la matrice extracellulaire peut constituer jusqu’ a 90 % de la masse organique carbonée d’un

biofilm (Flemming & Wingender, 2010).

La matrice produite par les microorganismes du biofilm est fortement hydratée, elle comporte
jusqu’a 97 % d’eau (Sutherland, 2001). La matrice extracellulaire est complexe, elle comprend une
grande variété de macromolécules organiques comme les lipopolysaccharides, les glycolipides, les
lipides, les protéines, les acides nucléiques, les déchets métaboliques et d’autres composés inorganiques
tels que les phosphates ou les sulfates issus du milieu externe ( tableau 1) (Flemming & Wingender,
2010). La matrice a plusieurs fonctions : elle permet aux biofilms d’adhérer a une surface, elle
protége les bactéries de ’environnement extérieur, et elle a également un role digestif car elle
contient des enzymes qui metabolisent certains nutriments avant que les bactéries ne les
ingérent (Beech et al., 2000).

Tableau 1: Composition chimique d’un biofilm (Sutherland, 2001).

Composante % de la matrix
Eau Plus de 97 %
Cellules microbiennes 2-5%
Polysaccharides 1-2%
Protéines 1-2%
ADN et ARN 1-2%
lons Libre et liés




3. Etapes de formation des biofilms

La formation d’un biofilm sur une surface, est le résultat d’un ensemble de processus
physique, chimique et biologique, et comprend plusieurs phases successives selon un modéle
bien établi (figure 1).

3.1. Adhésion

L’adhésion initiale des microorganismes est gouvernée par la nature des molécules (acides
humiques, polysaccharides, protéines...) déposées sur la surface qui va servir comme support de
biofilm : ¢’est ce qu’on appelle un film conditionnant. Ce dernier peut modifier les propriétés de surface
initiales du matériau ( charge, I’hydrophobie, etc..) ce qui a pour conséquence soit, de prévenir
I’attachement des microorganismes soit, au contraire, de créer un micro-environnement propice a
’adhésion des microorganismes (Garrett et al., 2008). Outre les caractéristiques du substrat, les
caractéristiques de la surface de la cellule sont également importantes. Par exemple, la présence
de flagelles, de pili, de fimbriae ou de glycocalyx peut avoir une incidence sur le taux
d'attachement microbien (Teughels et al., 2006). Dans le cas d'organismes immobiles, le transport
des cellules bactériennes vers la surface peut résulter de maniere aléatoire, par le biais d'un mouvement
brownien ou par I'écoulement du fluide en suspension. En revanche, les organismes mobiles peuvent
atteindre la surface grace a des appareils locomoteurs (pili,flagelles), guidés par une réponse
chimiotactique, ou phototactique (Jain et al., 2007). L'adhésion d'une bactérie a un substrat se

déroule en deux phases, une phase réversible, a laquelle succéde une phase irréversible.
3.1.1. Adhésion réversible

Cette étape est courte et, met en jeu surtout des interactions physicochimiques non
spécifiques et de faible énergie, ces interactions comprend les forces de type Van der Waals,
électrostatiques, hydrophobes/hydrophiles pouvant conduire a une attraction ou a une répulsion (Ploux

et al., 2010). A ce stade, le biofilm est facilement détachable par des mouvements browniens.
3.1.2. Adhésion irréversible

Une fois la distance entre la bactérie et la surface devient trés faible (<1,5 nm), les bactéries
s’attachent de fagon irréversible, et les interactions deviennent spécifiques (Percival et al., 2011). Ces
interactions spécifiques sont généralement assurées par des couples récepteur/ligand, des lectines et/ou
des adhésines, pouvant étre portés par des éléments qui composent la surface des microoganimes

comme certains appendices liés a la mobilité (flagelles , pili...) (Dunne, 2002).



Les appendices des bactéries (flagelles, fimbriae et pili) permettent aux bactéries de
surmonter les forces électrostatiques de répulsion qui peuvent exister entre la surface bactérienne et la

surface biotique ou abiotique (Garrett et al., 2008).
3.2. Maturation

Apreés avoir adhéré de fagon irréversible, les cellules entament 1’étape de la maturation qui se
caractérise par une augmentation de la population microbienne engendrée par les divisions des cellules

ainsi la production de la matrice polymeére extracellulaire (Guzma et al., 2021).

Le développement et la maturation des biofilms dépend surtout de la disponibilité et la bonne
diffusion des nutriments a travers cette matrice extracellulaire (Dunne, 2002; Garrett et al., 2008), ainsi
il implique une communication entre les cellules formant le biofilm. Ce mécanisme de communication
est appelé le « quorum sensing » (QS) ; un systeme de communication utilisé par de nombreuses

bactéries pour synchroniser leur comportement a la densité de population (Mion et al., 2018).

QS module la taille de la population du biofilm et initie les phénomenes de dispersion et
d’essaimage de bactéries planctoniques a partir du biofilm (Irie & Parsek, 2008). Le QS joue également
un réle dans le controdle de I’épaisseur du biofilm (Clutterbuck et al., 2007) et il peut réprimer ou stimuler
I’expression de certains caractéres, comme la motilité ou certains facteurs de virulence extracellulaires,
comme les protéases (Clutterbuck et al. 2007 ; Irie&Parsek 2008).

3.3. Dispersion

La dispersion signifie le retour a 1’état planctonique, cet évenement peut se produire sous 1’effet
des perturbations mécaniques (abrasion..), carences nutritionnelles, dégradation enzymatique du substrat
sur lequel le biofilm est attaché (Tremblay et al., 2014), ou par dégradation enzymatique de la matrice
polymérique comme le cas d’Escherichia coli qui produit de la N -acétyl-héparosane lyase, et
Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fluorescens qui produisent de l'alginate lyase (Jamal et al.,
2017).



-
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Figure 1: Etapes de formation de biofilm (Moriarty et al., 2014).
4. Facteurs influencant I’adhésion bactérienne

Une bonne compréhension de I’adhésion bactérienne ne peut pas étre achevée sans prendre en
considération plusieurs facteurs dont les propriétés de la surface bactérienne, les caractéristiques de

surface du matériau cible et I’environnement (température, pH, composition du milieu ...).
4.1. Caractéristiques du matériau
4.1.1. Rugosité de la surface

Plusieurs auteurs ont étudi€ la relation entre la rugosité et 1’adhésion bactérienne. Des
travaux sur le polychlorure de vinyle (PVC) ont montré que, plus la surface est rugueuse plus I’adhésion
bactérienne est favorisée (Wilson-nieuwenhuis et al., 2017). En effet, une surface rugueuse augmente la
surface de contact entre le matériau et les cellules bactériennes. De plus, les irrégularités du matériau
constituent des sites d’implantation bactérienne plus favorables, car moins exposée aux facteurs

exogenes (courant d’air, d’eau...) (Baillif et al., 2010).

4.1.2. Charge de la surface

Les surfaces chargées positivement sont plus favorable a I’adhésion bactérienne que les
surfaces chargées négativement. En effet, la majorité des bactéries possedent une charge négative nette
(Rijnaarts et al., 1999). Ainsi, des interactions attractives sont attendues entre les surfaces chargées
positivement et les bactéries et des interactions répulsives si la surface est chargée négativement (Ploux
et al., 2010).




4.2. Influence des propriétés bactériennes
4.2.1. Caractére hydrophile/hydrophobe de la surface bactérienne

L’hydrophobicité de la surface bactérienne joue un role important dans le processus
d’adhésion bactérienne. Elle est influencée par le milieu environnant, I’4ge et la structure de la
bactérie. De plus, elle varie suivant les espéces bactériennes et selon les souches d’une méme
espéce (Baillif et al., 2010). En général, les bactéries hydrophobes préférent les surfaces
hydrophobes et les bactéries hydrophiles, les surfaces hydrophiles (Koubali et al., 2021). En
effet, Koubali et al., 2021 ont prouvé que S. aureus (hydrophile) a adhérer davantage au verre
(hydrophile) qu'au polyéthylene (hydrophobe) (Koubali et al., 2021).

4.2.2. Motilité

L’influence de la motilité sur I’adhésion bactérienne a été prouvee par de
nombreuses études. Il s’est avérée que le type sauvage flagellé de Listeria monocytogenes
s'attache 10 fois plus a l'acier inoxydable dans les 4 premieres heures que le mutant dépourvu
de flagelles (Lemon et al., 2007), alors qu’une mutation dans 1’opéron responsable de la
synthese du flagelle de Bacillus cereus empéchait I’adhésion des bactéries sur une surface en

verre (Houry et al., 2010).
4.3. Influence des facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux peuvent affecter 1’adhésion bactérienne et la

formation d’un éventuel biofilm.

Les conditions de culture peuvent aussi impacter I’interaction bactérie-surface. En
effet, Escherichia coli en absence de nutriments adhére moins au quartz qu’en leurs présence
(Haznedaroglu et al., 2008). De plus, I’adhésion quantitative de staphylocoques sur le verre a
montré que les cellules adhéraient fortement dans la plage de pH 4 a 6 et faiblement a un pH
trés acide (pH 2, pH 3) et alcalin (Hamadi et al., 2012).

La température est également un facteur influengant le processus d’adhésion. Ceci
est prouve par I’étude de Zeraik and Nitschke, 2012 qui a révélé que ’adhésion de la majorité
des bactéries aux surfaces en polystyrene a diminué avec la diminution de la température. En
effet, la température peut induire des altérations au niveau des propriétés de la surface

bactérienne ce qui peut réduire I’efficacité de 1’adhésion.


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jam.12860#jam12860-bib-0150

I1. Infections nosocomiales
1. Définition

Les infections nosocomiales (IN) aussi appelé infections hospitaliéres ce sont des
infections contractées dans un établissement de soins et qui n’étaient pas présentes a

I’admission, ni en incubation au moment de 1’hospitalisation. (Dia et al., 2008)

Les infections nosocomiales les plus fréquentes sont les infections
urinaires, les pneumonies, les infections sur site opératoire et les bactériémies/septicémies, ces
infections sont tres frequemment liées a des interventions invasives : sondage urinaire ou

trachéal, cathéter veineux... (Carolina et al., 2015).
2. Modes de transmission

Les pathogenes des infections nosocomiales peuvent étre d’origine endogéne ou

exogene.
2.1. Infection endogéne

La flore endogéne de I’homme représente une barriére naturelle renforgant ses
défenses immunitaires ainsi le protégeant contre des germes potentiellement pathogenes.
Cependant les bactéries de méme flore peuvent parfois provoquer des infections graves si elles
sont transférées vers une plaie tissulaire ou un site chirurgical. En effet, ces gestes invasifs
peuvent déplacer des germes d'un endroit ou ils sont inoffensifs vers un autre ou ils se

multiplient difféeremment et deviennent pathogenes (Khan et al., 2017).
2.2. Infection exogéne

L’infection exogéne est générée par des microorganismes provenant de la flore
transitoire ou résidente du personnel soignant ou de visiteurs, de dispositifs médicaux et méme

de I’environnement et des locaux hospitaliers (Khan et al., 2017).
3. Microorganismes responsables des infections nosocomiales

Les infections nosocomiales peuvent étre a I’origine de nombreux microorganismes,
mais généralement les bactéries sont les agents les plus fréquents, elles sont responsable
d’environ 90% des infections, tandis que les protozoaires, les champignons, les virus et

les mycobactéries sont moins incriminés dans les infections hospitaliéres (Khan et al., 2015).


https://sante.lefigaro.fr/sante/maladie/pneumopathie/quest-ce-que-quune-pneumopathie
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mycovirus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mycobacterium

Les principales bactéries impliquées dans les IN sont Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Elles sont a I’origine de plus de la moitié¢ des cas
d’infections nosocomiales (Thiolet et al., 2007). En effet, P. aeruginosa contribue a 11% de
toutes les infections nosocomiales, ce qui entraine des taux de mortalité et de morbidité élevés
(Khan et al., 2015).

Pseudomonas aeruginosa est une bacille a Gram négatif, elle est extrémement
résistante, omniprésente dans la nature, et capable de coloniser différentes surfaces (Moore &
Flaws, 2011). Il s’agit d’une bactérie opportuniste qui cause des maladies, particulierement chez
les personnes immunodéprimeées. Les sites de colonisation sont les reins, les voies urinaires et
les voies respiratoires supérieures. C'est une cause d'infections chirurgicales, urinaires , de

plaies, de pneumonie, de fibrose kystique et de bactériémie (Khan et al., 2015).

Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram positif, elle est commensale de
I’homme ; la bactérie est retrouvée au niveau de la peau ou des muqueuses externes. En effet,
environ 30% de la population humaine est colonisée par S. aureus (Tong et al., 2015). De plus,
S. aureus est un agent pathogéne humain opportuniste, causant diverses pathologies
communautaires et hospitalieres, telles que la bactériemie-septicémie, I'endocardite, la
pneumonie, l'ostéomyélite, et l'arthrite. Elle est également la principale cause d'infections de la
peau et des tissus mous telles que les abces (furoncles), les furoncles et la cellulite (Dayan et
al., 2016). En outre, S. aureusest responsable de 19 % de I’ensemble des infections

nosocomiales (Thiolet et al., 2007).

Escherichia coli est une bacille a Gram negatif, elle est responsable de 30 % des
infections nosocomiales (Nagarjuna et al., 2015). Elle peut coloniser dans le tractus gastro-
intestinal des étres humains et d'autres animaux. E. coli est responsable d'un certain nombre de
maladies, notamment les infections urinaires, la septicémie, la pneumonie, la méningite

néonatale, la péritonite et la gastro-entérite (Khan et al., 2015).

I11. Résistance des biofilm aux antibiotiques

Plus de 80% des infections bactériennes chez I'homme impliquent la formation de biofilms (Erdem
et al., 2015) pire que ¢a , les infections a biofilm sont dangereuses et difficiles & traiter, vu que les
biofilms bactériens sont caractérisés comme hautement résistants au traitement antibiotique et aux
réponses immunitaires. En effet plusieurs études ont montrées des différences dramatiques dans la
sensibilité des bactéries planctoniques et du biofilm aux ATB. : Ils ont trouvé que la concentration

minimale inhibitrice (CMI) et la concentration bactéricide minimale (MBC) pour les cellules
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudomonas-aeruginosa

bactériennes du biofilm étaient généralement beaucoup plus élevées (environ 10 a 1 000 fois) que les
cellules bactériennes planctoniques.(Wu et al., 2015).

Plusieurs facteurs peuvent expliquer la résistance des biofilms aux agents antimicrobiens , un de ces
facteurs concerne la matrice polymérique qui agit comme barriére réduisant ou empéchant la diffusion
des agents antimicrobiens aussi la proximité spatiale des bactéries au sein d’un biofilm mature plus le
taux important de mutation que subissent les cellules du biofilm et qui est plus élevé par rapport a leurs
homologues planctoniques favorise probablement le transfert horizontal de génes et ’augmentation de
la résistance aux antibiotiques . (Tremblay et al., 2014) .L'état métabolique des bactéries associées au
biofilm est une autre raison potentielle de la résistance aux antimicrobiens; les cellules des zones
appauvries en nutriments et en oxygéne dans le biofilm sont peu actives métaboliquement et elles se
divisent treés peu fréquemment et donc peuvent entrer dormance ce qui rend les bactéries insensibles

aux antibiotiques. (Roy et al., 2018) .
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Matériel et méthodes
I. Souches bactériennes utilisées

Pour mener cette étude, deux souches bactériennes bien connues pour leur implication dans
les infections nosocomiales ont été sélectionnées: Staphylococcus aureus CIP543154 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27653.

I1. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de 12 métabolites secondaires a savoir l'acide gallique, la
quercétine, le thymol, la coumarine, le carvacrol, la carvone, le B-ionone, 1’eucalyptol, I’acide
caffeique, l'acide tannique, I'apigenine et I’épicatéchine gallate contre les souches choisis a été
évaluée in vitro par la méthode de microdilution. Cette technique consiste a préparer
aseptiquement une gamme d’antibiotique de concentrations décroissantes par dilutions

successives de raison 1/2 a partir d’une solution mere du composé testé.

1. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture fraiche réalisée sur milieu LB solide, des colonies ont eté
prélevées et mise en suspension dans I’eau physiologique stérile (NaCla 0.9 %) puis agitées
au vortex jusqu’a obtenir une turbidité équivalente a celle de I’étalon de 0.5 McFarland

qui correspond approximativement a 1 .10% UFC/mL.

La suspension bactérienne ajustée a 0.5 McFarland a été diluée de 1/100 dans du milieu
Luria bertani (LB) liquide composé de : 10g/L peptone, 10g/L NaCl, 5g/L extrait de levure,

pour atteindre une concentration finale de 10® UFC/mL.

2. Préparation des composes

Les métabolites secondaires utilisés dans cette étude ont été obtenus de Sigma-Aldrich.
La préparation de la solution mere de l'acide gallique, la quercétine, le thymol et la coumarine
avec une concentration finale de 10 mg/mL a été réalisée par I’ajout de 10 mg de chaque
composé sur 980 uL du milieu LB et 20 uL de diméthylsulfoxyde (2% DMSO), alors que
celle du carvacrol, du carvone, du B-ionone et d’eucalyptol a été réalisée par 1’ajout de 80 pL
de chaque composé sur 920 uL du milieu LB mélangé avec 0.15% d’agar afin d’obtenir une
concentration finale de 8%. Pour I’acide caféique, l'acide tannique et ’apigénine, une
concentration finale de la solution mére de 2 mg/mL a été réalisée, alors qu’une concentration

de 0.5 mg/mL a été préparée pour I’épicatéchine gallate.

13



3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’¢évaluation d’actif antimicrobien est conventionnellement effectuée par la mesure des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) des composés. La CMI est définie selon le Comité
de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) comme la plus faible
concentration de la substance antibactérienne/antifongique inhibant toute croissance visible
d’une souche microbienne aprés un temps d’incubation de 18h a 24h (Clinical and Laboratory
Standards Institut, 2018).

La gamme des composés a €té préparée dans une microplaque de 96 puits a fond en U.
Dont un volume de 50 ul du milieu LB a été distribué dans tous les puits a I’exception de ceux
de la premiere ligne. Puis, 100ul des solutions meres des différents composés ont été ajoutés
dans la premiére ligne. La réalisation des séries de dilution a été faite en prélevant 50 pl du
premier puits de la premiere colonne et en I’ajoutant dans le deuxieme puits appartenant a la
méme colonne, et ainsi de suite jusqu’a puits 10. L’inoculation a été réalisée par I’ajout de 50pl
de la suspension bactérienne avec une concentration de 108 UFC/mL dans tous les puits sauf la
premiére ligne. Les puits servant de contrble négatif ne contiennent pas du composg, et ceux
servant de contr6le positif contiennent le milieu de culture sans bactérie. Les plaques sont

ensuite sellées et incubées a 37°C pendant 18h (Balouiri et al., 2016).

La révélation de la croissance microbienne est assurée par I’ajout d’un réactif indicateur
de croissance microbienne ; c’est la résazurine (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one). La
résazurine a été preparée a 0,015% en dissolvant 0,015 g, agitée au vortex et stérilisée par
filtration (0,22 um de filtre) et conservée a 4 °C (Elshikh et al., 2016). La CMI correspond au
puits, contenant la plus faible concentration du composé, qui n’a montré aucune croissance
bactérienne (Lekbach et al., 2018).

4. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB est définie comme la plus faible concentration d'agent antimicrobien
nécessaire pour tuer 99.9 % de I’inoculum final apres 24h d’incubation a une température de 37
°C. Cette technique consiste a prélever a I’aide d’une anse les puits ne présentant pas de
croissance bactérienne visible, puis chaque prélevement est déposé en strie sur gélose LB. Les

boites ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24h (Balouiri et al., 2016).
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I11. Caractérisation physicochimique de la surface du matériau du plastique (MP) et des
souches bactériennes

1. Préparation des coupons

Le matériau du plastique (MP) a été découpé en morceaux de 1 cm?. Avant chaque
expérience les morceaux ont été stérilises pendant 10 min dans une solution d'éthanol, et rincés

a I'eau distillée stérile, puis séchés a l'air.
2. Préparation des souches bactériennes

Les deux souches ont été cultivées indépendamment en bouillon Luria Bertani (LB) a
37 °C pendant 24h, aprés la période d'incubation, les cellules ont été récupérées par
centrifugation pendant 15 min a 5000 rpm puis, le culot a été lavé deux fois par une succession
de deux centrifugations dans une solution stérile de KNO3z (0,1 M) et remise en suspension dans
la méme solution. Les suspensions bactériennes ont été déposees ensuite sur un filtre d’acétate
de cellulose de 0.45 um et filtrées au moyen de la pression négative jusqu’ a I’obtention d’une
couche mince de cellules bactériennes. Enfin, les filtres humides ont été sechés a température
ambiante pendant 30 min (Elabed et al., 2011).

3. Mesure de I’angle de contact

La caractérisation physicochimique de la surface du morceau du plastique (MP) et les 2
souches bactériennes a été réalisée par la méthode de I’angle de contact. En effet, quand une
goutte de liquide est déposee sur une surface solide plane, I'angle entre la tangente a la goutte
au point de contact et la surface solide est appelé angle de contact et est noté 6. Cet angle rend
compte de l'aptitude d'un liquide a s'étaler sur une surface et dépend des interactions entre le

liquide et le solide.

T
liquide
0 n{ SL
'YS y . 5
solide :
E /////fl//////l/// %

Figure 2. Représentation du modéle de Young, mesure de ’angle de contact liquide/solide

(Rupp et al., 2014)
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Les mesures de ’angle de contact ont été effectuées par la méthode de la goutte sessile
en utilisant un goniométre (GBX Instruments, France) (Blanco, 1997). Deux liquides polaires
(eau et formamide) et un liquide non polaire (diiodométhane) ont été utilisés (tableau 1). Une
goutte de 2 ul du liquide d'essai a été déposée sur 1’échantillon. Les angles de contact ont été
pris 15 secondes apres le dép6t de la goutte. La température pour les mesures d'angle de contact

était de 25 + 2 °C. Trois mesures d'angle de contact sont réalisées sur chaque échantillon.

Tableau 2. Caractéristiques énergétiques (mJ / m2) des liquides utilisés pour mesurer les

angles de contact (Van Oss, 1996)

Liquide v "Y(mI/m?) v *(md/m?) ¥ (md/m?)
Eau (H.0) 21.8 25.5 25.5
Formamide (CHsNO) 39 2.3 39.6
Diiodométhane (CH212) 50.5 0 0

4. Calcul des parametres physicochimiques de la surface
4.1. Calcul de I'énergie libre et ces composantes

Les mesures de 1’angle de contact obtenus et I'approche de van Oss (van Oss, 1995)
ont été exploitée pour évaluer le degré d'hydrophobicité. Selon cette approche, le degré
d'’hydrophobicité d'un matériau donné, est exprimé comme I'énergie libre d'interaction entre
deux entités de ce matériau immergé dans I'eau (w): AGiwi. Ce paramétre est calculé par la

formule suivante:
AGiwi = - 2 yiw

=2 [((™)Y2 - (™) )2 +2(i* v ) 2+ (i yw) - i yw ) - i) ) ]

Ou (y-"), représente la composante de Lifshitz-van der Waals de I'énergie libre de surface et
(v"), (y) sont respectivement les paramétres accepteurs et donneurs d'électrons de la

composante acide-base de Lewis v, avec :

(vs"8) = 2(ys ys*)M2

Les composantes Y-, y~ et y* sont calculés par I'équation de Young (van Oss, 1995):

n (1 +cosd) =2.[(ys "oyl =) ]+ 2. [y "o ) YA+ 2. (7. ) M
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Ou les termes (S) et (L) désignent respectivement les phases de surface solide et liquide.

4.2. Calcul de I'énergie libre totale
L'énergie libre totale d'interaction entre la cellule microbienne (M) et le substratum (S)
atravers l'eau (W) est calculé comme la somme des interactions LW et AB comme proposé par
Van Oss (Carel J. van Oss, 1995)(Bayoudh et al., 2006).
AGTotaI: AGLW + AGAB

Ou

AGHW = ((ym LW )1/2 —(ys LW)1/2) 2 _ ((ym LW)1/2 _ (yLLW)1/2) 2 _ ((ys LW)l/Z _ (YLLW)l/Z) 2
et

AGRB= 2 [ ()M (M) + (ys) - (L)) + (i)™ ()™ + (ysM) - ()™ -
(v ")) (" ys )Y ]

Thermodynamiquement, si AG™ < 0, I'adhésion est favorable et, si AG* > 0. L’adhésion est
défavorable.
IV. Test de I’adhésion

1. Préparation et ajustement de la suspension bactérienne

Les deux souches ont été cultivées indépendamment en bouillon LB a 37 °C pendant
24h, apreés la période d'incubation, les cellules ont été récoltées par centrifugation pendant 15
min a 5000 rpm puis, le culot a été lave deux fois par une succession de deux centrifugations

dans une solution stérile de KNO3z (0,1 M) et remise en suspension dans la méme solution.

La suspension bactérienne préparée de chaque souche a été ensuite ajustée a une DO
de 0.4 dans une solution stérile de KNO3z (0,1 M) (Hamadi et al. 2013).

2. Analyse de la surface du matériau de plastique (MP) par le microscope
électronique a balayage (MEB)

La morphologie du biofilm sur la surface du matériau de plastique (MP) a été
examinée a l'aide d'un microscope électronique a balayage (MEB). Pour cela, les coupons du
matériau (MP) ont été immergés et mis en contact pendant 3, 5, 10 et 24h a 25 °C avec chaque

suspension bactérienne préalablement préparée. Ensuite, les bactériens non adhérées ont été
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éliminées en ringant manuellement et délicatement les substrats trois fois avec de I'eau distillée

stérile. Enfin, les échantillons ont été analyses au MEB (Hamadi et al. 2012).

IV. Activité anti-adhésive

Les essais de I’activité anti-adhésive, en conditions statiques, ont été réalisés a 25 °C
selon le protocole décrit par EL Abed et al. (2010). En effet, apres traitement de la surface du
matériau MP avec un volume de 10 pl du composé pendant 20 min, les échantillons du plastique
ont été immergés et mis en contact pendant 10h avec chaque suspension bactérienne
préalablement préparée. Ensuite, les bactéries non adhérées ont été éliminées en rincant les
substrats trois fois avec de I'eau distillée stérile. Enfin, les échantillons ont été analysés au MEB.

La caractérisation physicochimique des morceaux de MP traités avec les composés a été
également réalisée. En effet, trois mesures d'angle de contact ont été prises a la surface des

coupons pour trois liquides : I’eau, le formamide et le dilodomeéthane.

V. Analyses statistiques

Trois mesures ont éte réalisées pour chaque test réalisé et les résultats ont été exprimés sous la

forme suivante : moyenne + écartype en utilisant le logiciel GraphPad Prism 8.
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Résultats et discussion

l. Activité antibactérienne

Les résultats de ’activité antibactérienne in vitro de 12 métabolites secondaires contre
Staphylococcus aureus CIP543154 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27653 déterminés par
la méthode de microdilution sont illustrés dans le tableau 3.

Tableau 3: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) des composés
contre Staphylococcus aureus CIP543154 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27653.

Composés Souches
Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
CMI CMB CMI CMB
Quercetine 0.625 mg/mL - - -
Acide gallique 0.039 mg/mL 0.078 mg/mL 0.156 mg/mL 2.5 mg/mL
Thymol 0.039 mg/mL 0.156 mg/mL 0.039 mg/mL 0.19 mg/mL
Carvacrol 7.8x10° % 0.01562% 7.629x10° % 3.05x10° %
Carvone - - 0.0312% 0.5%
B-ionone 2% - 0.0156% 0.125%
Eucalyptol 4% - 2% -
Acide cafeique 1 mg/mL - - -
Acide tannique 0.25 mg/mL 0.0625 mg/mL -
Epicatéchine 0.125 mg/mL - 0.125 mg/mL -
gallate
Apigenine - - - -
Coumarine 2.5 mg/mL - 5 -

- :concentration non déterminée
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Le critéere de classification de la concentration minimale inhibitrice (CMI) d’un composé
pur est trés strict. Selon Kuete et al., 2010, I’activité antibactérienne est significative si la CMI
<10 pg/mL, modérée si 10 < CMI < 100 pg / mL et faible ou négligeable si CMI > 100 pg/mL.
En se basant sur ces critéres de classification, le carvacrol et le thymol ont présenté une activité
modérée contre les deux souches testées. Alors que la coumarine, 1’épicatéchine gallate, ’acide
caféique, I’eucalyptol, la carvone, le B-ionone et I’apigénine ont montré un effet antibactérien
faible contre les deux souches.

Une activité modérée contre Pseudomonas aeruginosa et négligeable contre Staphylococcus
aureus a été observée pour I’acide gallique, un effet opposé a celui de I’acide gallique a été
exercé par I’acide tannique. Dans ce sens, certaines études suggerent que la différence de
sensibilité aux agents antimicrobiens entre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives peut
étre attribuée a la structure et a la composition de l'enveloppe cellulaire (membrane
cytoplasmique et/ou membrane externe et paroi cellulaire). Chez les bactéries a Gram negatif,
la paroi cellulaire est plus complexe. Il est constitué d'une fine couche de peptidoglycane
adjacente a la membrane cytoplasmique et d'une membrane externe composée de
phospholipides et de lipopolysaccharides (LPS). Le passage a travers cette membrane est régulé
par la présence de canaux hydrophiles, appelés porines, qui excluent généralement I'entrée de
substances hydrophobes. D'autre part, les bactéries Gram-positives n'ont pas une membrane
externe, mais la paroi cellulaire est formée d'une couche de peptidoglycane plus épaisse qui
confere une rigidité aux cellules et rend difficile la pénétration des antimicrobiens. Cette
caractéristique peut €tre une explication de la faible activité de la coumarine et I’acide gallique

contre S. aureus (Lopez-romero et al., 2015).

1. Acide gallique (AG)
L'acide galligue (AG) est un composé polyhydroxyphénolique de faible poids

moléculaire qui est largement présent dans le regne végétal sous forme libre ou faisant partie
de tanins (Sharma et al., 2011). L'AG s'obtient par I'hydrolyse de I'acide tannique avec un

hydrolyse alcaline et/ou acide ou avec des tannases microbiens (Singh et al., 2019).

Les valeurs de CMI ainsi de CMB de I’acide gallique pour Pseudomonas aeruginosa
était supérieurs a celles de Staphylococcus aureus, ces résultats sont cohérent avec ceux obtenus
par Borges et al., 2013 ou les bactéries Gram-négative dont Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli étaient moins résistantes que les bacteries Gram-positive dont Staphylococcus

aureus et Listeria monocytogenes a I’activité de 1’acide gallique. Les CMI/CMB en pg/mL pour
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P. aeruginosa et E. coli étaient de 500/500 et 1500/5000 , respectivement, tandis que pour S.
aureus et L. monocytogenes , elles étaient de 1750 /5250 et 2000/5500 , respectivement
(Borges et al., 2013).

L’acide gallique était efficace contre plusieurs souches de Trichophyton et de Candida et
’activité antifongique était mediée par un mécanisme ciblant la biosynthese I'ergostérol. Ce
dernier est un stérol nécessaire a la croissance et au fonctionnement normal de la membrane
cellulaire fongique (Li et al., 2017). En plus de P’activité antibactérienne et D’activité
antifongique, ’AG a été rapportée d’avoir d’autres activités biologiques dont I’activité
antioxydante, anticancéreuse, antifongique, antivirale, anti-inflammatoire et antidiabétique
(Choubey et al., 2018).

2. Thymol et carvacrol

Le carvacrol et son isomere le thymol sont deux phénols monoterpéniques produits par
diverses plantes aromatiques. Ces composeés sont des constituants majeurs de l'origan, du thym
et du basilic (Sakkas & Papadopoulou, 2017). Dans notre étude, le thymol et le carvacrol ont
montré une activité antibactérienne élevée contre P. aeruginosa par rapport a S. aureus. De
méme, Pesavento et al. (2015) ont démontré que I’effet antimicrobien des huiles essentielles de
thym et d'origan étaient plus prononcés contre les bactéries Gram-négatives. Ces résultats
different de ceux obtenu par Dzamic et al., (2015) ou S. aureus était plus sensible au thymol et

au carvacrol (CMI =25 ug /mL ) que P. aeruginosa (CMI =100 et 50 w«g /mL, respectivement).

Dans ce travail, nos résultats ont indiqué que le thymol a exercé un effet antibactérien
plus important que le carvacrol contre P. aeruginosa. Ces résultats sont en accord avec ceux
rapportés par Miladi et al., 2016, ou la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s'est
avérée plus sensible au thymol qu’au carvacrol avec des valeurs de CMI de 64 et 256 pg/mL,
respectivement. Les travaux de Silveira et al., (2020) ont également montrés des résultats
similaires pour la souche S. aureus 1S-58 avec des CMI de 72 et 256 pug/mL pour le thymol et
le carvacrol, respectivement. Lambert et al., (2001) ont observée des valeurs de CMI de thymol
et du carvacrol pour S. aureus ATCC 6538 de 0,140 mg/ml et 0,175 mg/ml, respectivement.
Ces résultats peuvent étre justifiés par la différence isométrique existant entre les deux
composés. En effet dans 1’é¢tude d’Andrade-ochoa et al., (2015), ils ont attribué la différence
d’activité antibactérienne du thymol et du carvacrol contre des mycobactéries a la position du
groupe hydroxyle par rapport a la chaine aliphatique. Le thymol a le groupe hydroxyle en

position méta tandis que le carvacrol le posséde en position ortho.Le principal mécanisme
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d’action du thymol et carvacrol est basé sur la déstabilisation des membranes bactériennes, en
effet gréce a leur nature hydropbe ces deux composés peuvent facilement s’intégrer dans les
membranes cellulaires et perturber la fraction lipidique des membranes plasmiques
bactériennes, provoquant des altérations de la perméabilité des membranes et entrainant une

libération accrue des constituants intracellulaires (Kachur & Suntres, 2020).

De plus, Markovic et al., (2011) ont démontré que le thymol et le carvacrol ont un potentiel
antifongique remarquable. En effet, le carvacrol était le composée le plus actif contre
Aspergillus spp. et Penicillium spp. De plus une diminution de I'ergostérol a été observée dans
les membranes cellulaires de Candida et de Cryptococcus traités avec du thymol, ce qui a
provoqué une perturbation de l'intégrité, ainsi des dommages importants de la membrane
(Kowalczyk et al., 2020).

3. Acide caféique (AC)

L'acide caféeique (AC) est un métabolite communément synthétisés par plusieurs espéces
vegeétales. C'est un polyphénol présent dans de nombreuses sources alimentaires comme le cafe,
le thé, le vin, les myrtilles, les pommes, le cidre, le miel et la propolis. L’AC posséde un
potentiel antimicrobien contre plusieurs microorganismes dont S. aureus, S. epidermidis, K.
pneumoniae, S. marcescens, P. mirabilis, E. coli, P. aeruginosa, B. cereus, M Luteus, L.
monocytogenes et C. albicans souches (Kepa et al., 2018). En outre, Luis et al.,( 2014) ont
démontré que I’AC posséde également une activité antibiofilm contre S. aureus. En effet, une
concentration de 4 mg/mL a entrainé une réduction de 60 % dans la biomasse du biofilm formé
en 24 h.

Dans notre étude, I’AC n’a montré aucun effet sur S. aureus. Cependant, Pinho et al.,
(2014) ont obtenu des valeurs de CMI et CMB de 0.625 et 1.25 mg/mL pour S.aureus. En effet,
selon Stead, (1993), il existe des microorganismes capables de tolérer et méme de métaboliser
les acides hydroxycinnamiques par réduction de leur chaine latérale pour produire les acides 2-
hydroxyphénylpropioniques, qui peuvent ensuite étre décarboxylés en p-éthylphénols
substitué. C'est peut-étre la raison pour laquelle I'acide caféique n'a pas affecté la croissance de
S. aureus. Par contre, Il a été rapporté que I’AC peut exercer une synergie avec plusieurs
antibiotiques. Un effet synergique a été observé lorsqu'il est associé a la Norfloxacine, la CMI
a été réduite de de 156,3 a 15,5 pg/mL pour S. aureus. Une synergie avec deux antibiotiques
(la gentamicine et l'imipénem) contre P. aeruginosa a été également démontré avec une
réduction de la CMI de 625 a 24,61 pg/mL et de 1250 a 78,13 pg/mL, respectivement (Lima
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et al., 2016). De plus, I’association de I’acide caféique avec la rifampicine et I'érythromycine a
significativement réduit la prolifération de P. aeruginosa et I'inhibition s'est produite a des
niveaux inférieurs a la CMI de la rifampicine et de I'érythromycine ; dans cette étude I'AC a
montré une capacité remarquable comme agent perméabilisant en facilitant  I'entrée
d'antibiotiques hydrophobes dans les cellules de P. aeruginosa et en améliorant la perméabilité
de la membrane externe de cette bactérie (Perumal et al ., 2017).

Dans la littérature, l'acide gallique et l'acide caféique ont montré le méme meécanisme
antibactérien, vue leur structure similaire. Le potentiel antibactérien de ces deux acides
phénoliques est reliée a leurs capacité a induire une hyperacidification de la membrane
plasmique via don de protons et acidification du cytosolique intracellulaire ; ce pH bas peut
inhiber I'enzyme H* -ATPase nécessaire a la production d'ATP (Pinho et al., 2014).

4. Quercétine

Dans notre étude la quercétine a inhibé la croissance de P. aeruginosa a une CMI de 625
ug/mL. Cependant, une CMI de 80 pg/ml était suffisante pour inhiber la croissance
de P. aeruginosa dans I’é¢tude menée par Gopu et al., (2015). Dans une autre étude, Wang et
al., (2018) ont demontré que l'effet bactériostatique de la quercétine était plus forte sur les
bactéries gram-positives que sur les bactéries gram-néegatives. Les CMI pour E. coli, S. enterica
sérovar Typhimurium, S. aureus et P. aeruginosa étaient respectivement de 0,0082, 0,0072,
0,0068 et 0,0085 umol/mL.

Le mécanisme antibactérien de la quercétine comprend principalement la destruction de
la paroi cellulaire des bactéries et la modification de la perméabilité cellulaire. En effet, le
traitement d’E. coli (250 x MIC) et S. aureus (a 10 x MIC) avec de la quercétine a endommagé
les parois cellulaires et les membranes de ces bacteries (Wang et al., 2018). La quercétine peut

agir également par inhibition de 1’activité d’ADN gyrase (Plaper et al., 2003).

L’activité antibiofilm de la quercétine a été signalée dans plusieurs travaux. Lee et al.,
(2013) ont confirmé la capacité de la quercétine a inhiber la formation de biofilmde S. aureus,
ainsi d’exercer un effet répresseur sur les génes liés a l'adhésion bactérienne. Dans une autre
étude, la quercétine a montré une réduction de 80% de la biomasse du biofilm de
P. aeruginosa par une concentration de 80 ug/ml. De plus, il a entrainé une réduction
significative dans la production d'exopolysaccharides (EPS) et dalginate d'une maniere
dépendante de la concentration, et il a entrainé également une inhibition de motilité (Gopu et
al., 2015).
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5. Acide tannique (AT)

L’acide tannique (AT) est un tanin naturel qui fait partie du groupe des acides
phénoliques, il se compose d'une unité centrale de glucose et de dix molécules d'acide gallique
qui lui sont attachées. 1l peut étre isolé a la fois des types de plantes herbacées et ligneuses
(Kaczmarek, 2020).

Notre étude a démontré que I’acide tannique a présenté un effet bactériostatique sur les
2 bactéries testées. Il était plus actif sur Staphylococcus aureus (CMI= 0.0625 mg/mL) que sur
Pseudomonas aeruginosa (0.25 mg/mL). De nombreuses études ont rapportée I’activité
antibactérienne de la quercétine. Dans une étude menée par Mandal et al.,( 2017), les résultats
ont démontré que la quercétine exerce une activité modérée contre P. aeruginosa avec une
valeur de CMI de 32 pg/mL, alors que Diniz-Silva et al., (2016) ont signalé une CMI de 512
pg/mL pour S. aureus. De méme, Kirmusaoglu,( 2019) ont trouve que la CMI et CMB de

I'acide tannique étaient respectivement 64 et 128 pg/mL contre les isolats de SARM.

L’association de l'acide tannique a I'antibiotique norfloxacine a montré un effet synergique
puissant, puisqu’il a considérablement réduit la CMI de cet antibiotique. Cette synergie a été
attribuée a I’inhibition de la pompe d'efflux NorA chez S. aureus. Cette pompe est responsable
de la résistance modérée aux fluoroquinolones de S. aureus (Tintino et al., 2016).
Chung et al., (1998) ont signalé que les tanins peuvent agir par complexation avec des enzymes
ou proteines, altérations de la perméabilité membranaire ou par chélation des ions. Ils ont
rapporté également que l'effet inhibiteur de l'acide tannique sur la croissance des bactéries

intestinales peut étre causé par sa forte capacité de fixation du fer.

L’étude de Zhang et al., (2020) a montré que I’acide tannique peut étre utilisé dans la
construction des matériaux a des fins biomédicaux ; L'incorporation de I’acide tannique a du
cellulose bactérienne a considérablement amélioré 1’activité antimicrobienne et a doté le
matériau résultant d’une forte activité antibiofilm puisque le traitement avec ce matériau a
conduit a une de réduction de ~ 80% et ~ 87% de biofilm de 24 h de S. aureus et P.
aeruginosa , respectivement. En outre, Il a été prouvé que I’acide tannique peut inhiber la
formation de biofilm de S. aureus en supprimant I'expression des génes, qui sont associés au
quorum et a l'adhésion intercellulaire (Boles & Horswill, 2011), comme il peut également

inhiber la formation de biofilm de P. aeruginosa en réduisant I'EPS ( Siddiqui et al., 2015).
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6. Carvone

La carvone est un monoterpéne que l'on trouve comme principal composant actif de
plusieurs huiles essentielles, telles que la menthe ( Mentha spicata L.), I'aneth ( Anethum
graveolens L.), le carvi ( Carum carvi L.) et la citronnelle ( Lippia alba ) (Porfirio et al., 2017).
Znini et al.,( 2011) ont rapporté que la carvone est I'un des agents antimicrobiens les plus
efficaces de plusieurs plantes, avec un mecanisme d'activité antibactérienne impliquant la
déstabilisation de la structure des phospholipides et [linteraction avec les protéines
membranaires (Aggarwal et al., 2002).

Notre étude a montré que la carvone n’a pas d’effet sur Pseudomonas aeruginosa. Par
contre, un effet bactériostatique (CMI= 0.0312%) et bactéricide (CMB= 0.5 %) a été observeé sur
Staphylococcus aureus. Mun et al., (2014) ont rapporté que les CMI de carvone contre six
souches différentes de S. aureus ont été compris entre 500 et 1 000 pug/ml. De plus il a été
démontré que la combinaison de la carvone avec la gentamicine a produit un effet synergique.
Dans une autre étude menée par Porfirio et al.,( 2017) , la carvone a révélé une activité
antibactérienne faible contre Staphylococcus aureus (CMI= 2 mg/mL ), contrairement au huile
essentielle (HE) de L. alba dont le carvone fait partie de ses composes majeurs qui a présenté
une concentration inhibitrice 4 fois plus faible. Ce qui prouve que I’action bactériostatique et
bactéricide de cette HE est due a la synergie entre ses composants et pas seulement a I’activité

du composant majoritaire.

7. Apigénine

L’apigénine était le seule composé qui n’a démontré aucun effet antibactérien sur les deux
souches testées. Des résultats similaires ont été obtenu par Su et al., (2014) ou l'apigénine était
pratiquement inactif (CMI >4000 pg/mL) contre les 34 souches de S. aureus testées. De méme,
I’apigénine isolée du Portulaca oleracea L. a montré une CMI > 4000 pg/mL contre
P.aeruginosa (Nayaka et al., 2014). Dans une autre étude 1’apigénine a montré une activité
modérée contre P. aeruginosa et S. aureus et les CMI étaient respectivement de 62.5 et 31.25
pg/mL (Liu et al., 2013). De plus, Banerjee et al., (2015) ont montré que l'encapsulation de
I'apigénine a améliorée son activité antibactérienne. En effet 1’apigénine liposomale a montré
des CMI plus fable que 1’apigénine libre; Les CMI d’E. coli, S. aureus et B. subtilis ont été
réduit de 75% et de 50%. Pour P. aeruginosa. il a été conclu que l'encapsulation de

I'apigénine augmente son interaction avec les membranes des bactéries testées.
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8. Epicatéchine gallate (ECG)

Les résultats de notre étude ont démontré que 1’epicatéchine gallate (ECG) exerce une
activité faible contre les deux souches testées avec une CMI de 0.125 mg/mL. En effet, selon
la littérature I’ECG tout seul n’a pas démontré une activité bactérienne pertinente, par contre
sa combinaison avec des antibiotiques a donné de bons résultats (Taylor, 2013). Dans une étude
réalisée par Gibbons et al., (2004), I’épicatéchine gallate a diminué la CMI de la norfloxacine
4 fois contre S. aureus . Dans une autre étude, Perumal, et al., (2017) a démontré que I'ECG
peut également faciliter l'entrée d'antibiotiques hydrophobes dans les cellules de P.
aeruginosa en augmentant la perméabilité de sa membrane ( Perumal, et al.,2017).

L’épicatéchine gallate (ECG) est I’'un des constituants majeurs du thé vert japonais
(Camellia sinensis). Ce composé est connu pour sa capacité a modulé la résistance aux f3-
lactamines du SARM (Stapleton & Taylor, 2002). En effet ECG a entrainé une diminution
significative (> 64 fois) de la CMI de l'oxacilline contre trois souches de Staphylococcus
aureus résistant a la meticilline (SARM) (Stapleton et al., 2004). L’ECG est capable de
perturber la sécrétion d'effecteurs liés a la virulence comme I’alpha toxine chez S. aureus
(Shah et al., 2008) et de réduire sa halotolérance (Stapleton et al., 2006). En effet, L'ECG
pénétre profondément dans le noyau hydrophobe de la palissade lipidique de la bicouche
staphylococcique pour induire une reconfiguration complete de l'architecture membranaire
fournissant un environnement sous-optimal pour la biosynthese de la paroi cellulaire et

machines de division (Stevens et al., 2015).

9. Eucalyptol

L’eucalyptol ou 1,8-cinéole est un monoterpéne naturel, également connu sous le nom
d’eucalyptol. C'est un composé majeur de nombreuses huiles essentielles végétales, notamment
I'huile essentielle d'eucalyptus (Schirmann et al.,, 2019), il posséde des propriétes

antibactériennes et également antifongiques (Morcia et al., 2012).

Dans notre étude, I’eucalyptol a exercé une faible activité antibactérienne contre les
deux souches étudiées, avec une résistance plus prononcée chez P. aeruginosa. Des résultats
similaires ont été obtenus par Vuuren & Viljoen, (2007), la CMI était de 8 mg/mL pour
Staphylococcus aureus et 4 mg/mL pour Pseudomonas aeruginosa. Dans une étude, I’1,8-
cinéole combiné a la chlorhexidine -un antiseptique couramment utilisée pour les soins et le
nettoyage de la peau, des mains et des plaies- a été étudiée. Les résultats de cette étude ont

montré une interaction synergique de ces 2 composés contre Staphylococcus
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aureus, SARM, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae , Enterococcus faecalis et Candida
albicans, alors que pour P. aeruginosa un effet d'indifférence a été observé (Simsek,& Duman,
2017). De plus 1,8-cinéole renforce I’effet antimicrobien des antibiotiques. En effet,
I’association de 1,8-cinéole et la gentamicine a montré un effet synergique contre
Staphylococcus aureus (CMI a été réduit de 4 fois) (Hriouech et al., 2020). 1,8-cinéole a
montré également un effet antibactérien, antibiofilm, et anti-quorum sensing contre des souches
de SARM (Merghni et al., 2018, Simsek,& Duman, 2017).

10. Coumarine

La coumarine est un composé phénolique d'origine végétale et ses dérivés sont connus
pour leurs activités anti-tumorales et anti-inflammatoires (Fylaktakidou et al., 2004). La
coumarine a été décrite comme un inhibiteur du QS chez P. aeruginosa et plusieurs autres
bactéries gram-négatives. Il a été demontré qu'il inhibe la formation de biofilm, la production
de phénazine et la motilité dans la souche PA14 de P. aeruginosa (Gutiérrez-barranquero et al.,
2015).

Une tres faible activité contre les deux souches a été notée dans notre étude (CMI= 2.5
et 5 mg/mL pour P. aeruginosa et S.aureus, respectivement). Des valeurs de CMI (500 ug/mL)
plus faible ont été obtenu par Souza et al., (2005) pour les deux souches testées. Les mémes
valeurs de CMI ont été rapporté par (Kayser & Kolodziej, 1999) qui ont souligne que le
caractére lipophile ainsi la structure plane des coumarines sont nécessaires pour des effet
antibactériennes éelevées, puisqu'il semble que l'activité antimicrobienne des coumarines soit
due au mécanisme de diffusion passive. Ces caracteristiques peuvent faciliter la pénétration

cellulaire.

Les dérivés de la coumarine se sont avérées aussi capable d’exercer un effet antibactérien
contre les bactéries a gram-positives et les bactéries a gram-négatives (Qin et al., 2020). Un
des dérivée testé a montré une forte activité contre Staphylococcus aureus avec une CMI de
2.5 ug/mL (Chavan et al., 2018).

11. p-ionone

La B-ionone est un composé terpénoide cyclique présent dans de nombreux fruits,
Iégumes et céréales, ce composé a montré un large spectre d'activités physiologiques et

pharmacologiques, notamment anti-inflammatoire , anticancéreuse (Yang et al., 2020).
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Dans notre étude P. aeruginosa était moins sensible a I’action antibactérienne de la -
ionone par rapport au S.aureus. Un comportement similaire a été observée dans I’étude d’El
abed et al., (2011) ou cette bactérie était plus résistante a 1’action de la B -ionone par rapport
aux autres composés testées. En effet, les CMI variaient entre 0,02 et 0,05 % (v/v) pour
I’eugénol, le carveol et la carvone alors que la B-ionone a présenté une CMI de 0,5 % (V/V).
De plus la  -ionone (0,5 MIC) a entrainé une réduction de 43% du biofilm de P. aeruginosa
(El abed et al., 2011), et a pu également réduire 1’adhésion des spores Penicillium expansum a
la surface du bois de cédre (Barkai et al., 2016). Dans une autre étude la -ionone a présenté
une activité antibactérienne importante contre Streptococcus mutans avec une CMI de 100
ug /mL (Kubo et al., 1993).

La différence de CMI et de CMB dans notre étude avec les valeurs rapportées dans la
littérature peut étre justifiée par la diversité des méthodes appliquées dans chaque travail. Par
exemple, El-gammal & Mansour, (1986) ont décrit que la CMI de la quercétine pour S.
aureus était de 37 pug/mL tandis que fattouch et al., (2007) ont atteint une CMI de 10
mg/mL pour les mémes bactéries. En effet, fattouch et al., (2007) ont utilisé la méthode de
microdilution, cependant, EI-gammal & Mansour, (1986) ont utilisé une méthode dépendante
de la capacité de diffusion des composés. En outre, d’autres facteurs tels que la taille de
I'inoculum, le volume de bouillon ou de gélose, le type de bouillon ou de gélose , la taille des
puits, taille des disques de papier, souches bactériennes utilisées (clinique ou standard), période
d’incubation, source du composé (naturel ou commercial) peuvent contribuer a la divergence
des résultats (Cushnie & Lamb, 2020).

I11. Hydrophobicité et énergie libre de surface

Les propriétés acido-basiques et I'énergie libre de surface du matériau de plastique (MP)
non traité et traité avec le thymol et le carvacrol ont été évaluées a l'aide de mesures d'angle de
contact. Le calcul a été effectué selon I'approche de van Oss. L'angle de contact avec 1'eau (6w)
peut étre utilisé comme une indication qualitative de I'nydrophobicité du matériau de surface.
Selon Vogler (1998), la surface est considérée comme hydrophobe si 6w est supérieur a 65°
alors qu’elle est hydrophile lorsque 6y est inférieure a 65°. En outre le degré d'hydrophobie du
matériau peut étre déterminer quantitativement en se basant sur I’équation AGiwi (Van Oss et
al., 1988). Le matériau est considéré comme hydrophobe si AGiwi<0, a l'inverse, il est

hydrophile a AGiwi> 0.
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1. Caractérisation physicochimique des souches bactériennes et de la surface du
matériau de plastique (MP) non traité

1.1. Propriétés physicochimiques de la surface du matériau MP

D'apres les résultats présentés dans le tableau 4, la surface du matériau MP présente un
caractere hydrophobe révélé par la valeur de I’angle de contact avec l'eau (6w= 76,2 °) qui est
supérieure a 65°,et par la valeur négative de I’énergie libre du matériau (Giwi= -23,37< 0).

Tableau 4 : Valeurs des angles de contact et I’énergie libre de surface dans la surface de
coupons en plastique MP non traitée

Angles de contact (°) Energie de surface: composants et paramétres (mJ / m2)
Ow Or Op ’YLW Y ’ v Giwi
Matériau 76.2+0.05 67.9+0.11 34.4+036 42.21+0.15 1.06+0.09 15.93+0.21 -23,77

MP

Il faut noter que [I'énergie libre de surface donne une indication quantitative de
I'nydrophobicité de la surface du substrat, tandis que I'angle de contact avec I'eau permet une
évaluation qualitative de I'hydrophobicité. Sur la base de ces données, le matériau MP est

caractérise comme quantitativement et qualitativement hydrophobe.

Le caractére donneur d'électrons du matériau était significativement plus élevé que le
caractére accepteur d'électrons: y' =48.23 mJ/m2, y" =1.33 mJ/ m2 et le caractere de Lifshitz
van der Waals était de 48,37 mJ/m2. En effet les surfaces qui présentent une valeur de (y-)
supérieure a 27,9 mJ/m 2 sont considérées comme hydrophiles cependant quand la valeur de
(y—) est inférieure a 27,9 mJ/m2, elles sont supposées hydrophobes (Oss & Giese, 1995). Il a
été rapporté que le caractére hydrophile des matériaux est attribuée a la présence des
groupement chargés et polarisés capables de former des liaisons hydrogene dans I'eau (Choi
et al., 2016).

1.2. Propriétés physicochimiques de Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aeruginosa

Selon les résultats du tableau 5, les deux souches se sont avérées quantitativement

et qualitativement hydrophile avec des valeurs de 0w < 65° et AGiwi> 0. De plus, leurs surfaces
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présentent un caractére donneur d’électrons largement supérieurs au caractére accepteur
d’électrons. En effet, une valeur de la base de Lewis (y°) élevée et une valeur de I’acide de

Lewis (y*) faible sont des caractéristiques typiques des bactéries hydrophiles.

Tableau 5 : Valeurs des angles de contact et 1’énergie libre de surface de Staphylococcus

aureus et Pseudomonas aeruginosa

Angles de contact (°) Energie de surface: composants et paramétres (mJ / m2)
Ow (03 (O] v EW a v Giwi
P. aeruginosa 0+0 0+0 43.9+ 0.11 37.53+0.06 1.93+0.01 54.92+0 30.25

S. aureus 9.8+ 0.35 16.4+ 050 57.7+0.65 29.85+0.37 3.41+0.16 55.67+0.33  29.60

Plusieurs auteurs ont montré que I’hydrophobicité est directement corrélée avec le
rapport élevé des concentrations de N/C et inversement corrélée avec celui des concentrations
de O/C. Cela indiquent que I’origine de I’hydrophobicité est les groupements contenant I’azote

et ’origine de ’hydrophilicité est les groupements contenant I’oxygéne (Hamadi et al., 2012).

L’hydrophilicité des bactéries est liée a la présence de polysaccharide et
I’hydrophobicité est liée a la présence des hydrocarbones. De plus Latrache et al., (2002) ont
montré également que ’hydrophilicité d’E. coli est liée a la présence des polysaccharides, alors

que I’hydrophobicité est liée a la présence des protéines.

1.3. Energie libre totale

Les résultats de I’énergie libre totale ont montré des valeurs négatives pour les deux souches
testées ce qui implique que I’adhésion sur ce matériau de point de vue thermodynamique serait
défavorable (tableau 6). D’autre part, le matériau a présenté un caractere hydrophobe tandis
qu’un caractére hydrophile a été observé pour Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus
aureus ce qui confirme de plus que I’adhésion de point de vue physicochimique serait

impossible, vue que les bactéries hydrophobes adhérent plus fortement aux surfaces
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hydrophobes, tandis que les cellules hydrophiles adherent fortement aux surfaces hydrophiles
(Koubali et al., 2021).

Tableau 6: Valeurs de 1’énergie libre d’interaction totale (AG™) (mJ/m?)

Souches Energie libre d'interaction
(mJ/m?)
Matériau de plastique (MP)
AGLW AGAB AGTOT
Staphylococcus aureus -2.90 31 28.07
Pseudomonas aeruginosa -5.25 32.31 27.05

2. Energie libre de surface et caractere hydrophobe du matériau MP traité avec le
thymol et le carvacrol

Afin d'étudier I'effet de thymol et de carvacrol sur les propriétés physicochimiques du
matériau MP, les parameétres d'hydrophobie et de tension superficielle ont été évalues. Apres
un traitement de 20 min au thymol (0.039 mg/mL) et carvacrol (7.8x 10 % et 7.6x105%), les
propriétés physicochimiques des surfaces des coupons en plastique ont été modifiées de fagons
remarquables (tableau 7). En effet, les valeurs des angles de contact ont chutées apres traitement
ainsi une augmentation remarquable dans les valeurs de ¥~ et Giwia été observé. Cependant y-W

n’a pas presque changé par rapport au control et demeurer stable.

Aprés traitement, le matériau MP est devenu qualitativement et quantitativement
hydrophile (6w< 65° ; Giwi >0), ce changement peut étre di aux groupements hydroxyles du

thymol et du carvacrol.

Des études antérieures ont prouvé que le carvacrol induit des modifications dans les
propriétés physicochimiques de différentes surfaces. Hassan et al.,( 2015) ont révélé que le bois
de cedre présentait des caractéristiques initiales de surfaces hydrophobes (0w = 89° ; AGiwi = -
67,93 mJ/m?) ainsi de faibles valeurs dans le caractére donneur /accepteur d'électrons (y = 0,28
mJ/m? ; y* = 3,03 mJ/m?). Aprés le traitement au carvacrol, la surface est devenue hydrophile
(Bw = 42,240,3° ; AGiwi = 11,29 mJ/m2), le caractére accepteur d'électrons est rendu presque
nulle (y* = 0,18 mJ/m?) tandis que le caractére donneur d'électrons a considérablement

augmenté (y = 36,82 mJ/m). Nostro et al., (2012) ont également démontré que 1’incorporation
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du carvacrol & du polyéthylene-co-vinylacétate (EVA) entraine une diminution dans les valeurs
des angles de contact.

Tableau 7: Propriétés physicochimiques du matériau de plastique aprés traitement avec le
carvacrol et le thymol

Angles de contact (°) Energie de surface: composants et paramétres
(mJ/m2)
Ow Or Op YLW ' v Giwi
Control 76.2£0.05 67.9+0.11 34.4+036 42.21+0.15 1.06+0.09 15.93+0.21 -23,77

Matériau 45.6+0.17 55.8+0.07 42.9+0.40 38,05+0.13 0,39+0.33 52,06+0.04 33.76
traité avec
thymol
(0.039mg/mL)

Matériau 51.4+0.18 54.3+0.30 37+0.13 40,99+0.45 0,31+0.12 40,83+0.41 18.01
traité avec

carvacrol
(7.8x 10° %)

Matériau 66+0.21 55.3+0.16 36.5+0.43  41,22+0.05 0,045+0 21,22+0.22  14.76
traité avec
carvacrol
(7.6x10°%)

Les morceaux de plastiques traitées par le carvacrol ou par le thymol ont présentées des
valeurs négatives de ’énergie libre totale. Par conséquent, ’adhésion bactérienne serait
normalement défavorable. Ainsi les deux souches ont un caractére donneur d’électrons tres
proche du matériau ce qui suggére que les répulsions électrostatiques seraient importantes. Ce

qui confirme de plus que I’adhésion n’aura pas lieu sur ce matériau.
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Tableau 8 : Valeurs d’énergies libres totales du matériau apreés traitement

Energie libre total (mJ/m?)

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
Control 28.07 27.05
Matériau
traité avec 32.27 32.32

thymol
(0.039mg/mL)
Matériau traité 27.46 25.92
avec carvacrol
(7.8x 10° %)
Matériau traité 17.71 14.86

avec carvacrol
(7.6x 10°%)

I11. Activité anti-adhésive

1. Analyse de la surface du matériau MP non traité par microscope électronique a
balayage

Les résultats de ’adhésion expérimentale de Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus au matériau du plastique obtenus par microscope électronique a

balayage (MEB) sont mentionnés dans figures ci en dessous.

Les observations au MEB ont montré la capacité des deux souches a adhérée sur les
matériaux de plastique ainsi leur adhésion était rapide puisque une durée de 3 heures était
suffisante pour déclencher ce processus, en effet les micro-organismes se fixent plus
rapidement aux surfaces hydrophobes et non polaires telles que le téflon et d'autres plastiques
gu'aux matériaux hydrophiles tels que le verre. De plus il a été démontré que les matériaux
hydrophiles sont plus résistants a I’adhésion bactérienne que les matériaux hydrophobes

(Fletchert & Loeb, 1979).
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SED 1.0kV WD 9.0 mm Std.-PC 59.0 HighVac. [S1x1,000 I 10 pm
STD 1705 Apr. 12 2021

Figure 3 : Image au MEB du matériau du plastique : témoin (Gx1000)

< v
8.9 mm Std.-PC 60.0 HighVac. [81x2,000 I——— 10 pm

Figure 4: Image au MEB de cellules de P. aeruginosa adhérées au matériau du plastique
apres 3h d’incubation (Gx2000 et 6000).
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10 pm

Figure 5: Image au MEB de cellules de P. aeruginosa adhérées au matériau du plastique
pendant 5h (Gx2000 et 6000 )

Figure 6: Image au MEB de cellules de P.aeruginosa adhérées au matériau du plastique
pendant 10h (Gx2000 et 4000 )
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SED 3.0kv WD 85 mm Std.-PC 60.0 HighVac. [S1x2,000 10 pm
STD 2401 May 31 2021

Figure 7: Image au MEB de cellules de P.aeruginosa adhérées au matériau du plastique
pendant 24 h (Gx2000 et 6000 )

Std.-PC 60.0 HighVac. [S1x2,000 I 10 pm

Figure 8: Image au MEB de cellules de staphylococcus aureus adhérées au matériau du
plastique pendant 3 h (Gx2000 et 6000)
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-t
1T mm Std.-PC 60.0

Figure 9: Image au MEB de cellules de staphylococcus aureus adhérées au matériau du
plastique pendant 5 h (Gx2000 et 6000)

Figure 10: Image au MEB de cellules de staphylococcus aureus adhérée au matériau du
plastique pendant 10 h (Gx2000 et 6000)
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SED 3.0 kV WD 8.2 mm Std.-PC 60.0 High\.".ac. @.s'-_, I 10 pm
STD 2419  May 31 2021

Figure 11: Image au MEB de cellules de staphylococcus aureus adhérée au materiau du
plastique pendant 24 h (Gx2000 et 4000)

Les résultats de MEB ont également révélées des changements morphologiques pour
Pseudomonas aeruginosa ; les cellules étaient allongées pour I’adhésion de 3h mais aprés 24
h elles sont devenues courtes. Il faut noter que 1’adhésion altére le phénotype des bacteries
(Wilson, 2001) ; a l'état sessile, les bactéries peuvent exprimer différents génes, modifier leur
morphologie, modifier leurs taux de croissance ou produire de grandes quantités de substances
polymeres extracellulaires (CH et al., 2006). Dans une étude menée par Prigent-combaret et
al., (1999), la transcription de 38 % des génes ont été altérées au sein des biofilms de E. coli

(Prigent-combaret et al., (1999).

Les essais expérimentaux ont montré la capacité des deux souches & s’adhérer sur le
matériau, ce qui est en contradiction avec la prédiction thermodynamique. Cela prouve que
cette approche n’est pas suffisante pour expliquer le processus d’adhésion et que ’adhésion
fait intervenir des mécanismes biologiques comme 1’expression des andésines, des pili ; ses

structures permettent de surmonter les répulsions électrostatiques.

L’adhésion bactérienne est un processus complexe et multifactoriel qui peut étre

influencée par divers facteurs et parametres dont la dureté du matériau. En effet, Cai et al.,
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(2019) a indiqué que la quantité de bactéries qui adhéraient aux plastiques était positivement
corrélée avec la dureté de leur surface. Cela indique que les plastiques avec une faible dureté
de surface (matériau mou) sont plus favorables & I'adhérence bactérienne par rapport aux

plastiques avec une dureté de surface élevée (matériau dur).

(Pasmore et al., 2002) ont observé une augmentation linéaire de I'adhésion bactérienne
lorsque la rugosité de la surface augmentait. de 0,1 a 3,4 um. lls ont suggéré que la rugosité
fournit non seulement une surface accrue pour la fixation, mais également des zones a faible

cisaillement.

La nature chimique du matériau peut ¢galement influencer I’adhésion bactérienne. En
effet, la majorité des matériaux métalliques est notamment caractérisée par une forte énergie
de surface associée a une charge de surface fortement négative .Ces derniéres sont a 1’origine
de la création d’une barriere énergétique et de I’induction de forces de répulsion qui contribuent
a défavoriser I’adhésion bactérienne. A I’inverse les matériaux organiques sont principalement
caracterisés par une faible énergie de surface et une charge de surface négative plus faible (An

et Friedman, 1998) qui tendent a favoriser 1’adhésion bactérienne.

2. Analyse de la surface du matériau MP traité par microscope électronique a

balayage

Le carvacrol et le thymol ont été sélectionnes pour réaliser le test d’anti-adhésion, vu
qu’ils ont présenté une activité antibactérienne élevée par rapport aux autres composees testées

contre Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

2.1. Analyse morphologique de cellules de Staphylococcus aureus adhérées sur le
matériau MP traité

D’apres les résultats d’observation sur le microscope électronique a balayage, aucun
effet de thymol et de carvacrol n’a été observé sur 1’adhésion de Staphylococcus aureus au
matériau de plastique. Plusieurs études ont été menés dans ce contexte, elles ont montré un fort
potentiel de ces deux composées phénoliques dans 1’inhibition d’adhésion ainsi de formation
des biofilm de plusieurs bactéries. Walczak et al., (2021) ont signalé que le thymol a réduit la
quantité de biofilm de Staphylococcus aureus de 52 a 75 % alors que le carvacrol a inhibé la
formation de biofilms de Staphylococcus aureus avec des pourcentages varient de 86 a 100 %

(Walczak et al., 2021). Le thymol était capable d’inhiber la formation de biofilm et éliminer
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les biofilms matures de SARM en inhibant la production d'adhésive intracellulaire
polysaccharidique (P1A) (Yuan et al., 2020).

SED 3.0kV WD 10.3mm  Std.-PC 50.0 HighVac. [€1x2,000 10 pm
STD 2949 June 22 2021

Figure 12 : Image au MEB de cellules de S. aureus adhérées apres incubation de 3h au
matériau du plastique traité au thymol (Gx 2000 et 6000)

SED 3.0kV WD 10.0 mm Std.-PC 50.0 HighVac. @xE,OOO’ I 1O pm
STD 2952  June 22 2021

Figure 13 : Image au MEB de cellules de S.aureus adhérées aprés incubation de 5h au
matériau du plastique traité au thymol (Gx 2000 et 4000)
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3.0kv WD 10.5 mm
2955  June 22 2021

Figure 14 : Image au MEB de cellules de S.aureus adhérées aprés incubation de 10h au
matériau du plastique traité au thymol (Gx 2000 et 6000)

SED 3.0kV WD 10.5 mm  Std.-PC 50.0 HighVac. [81x2,000
STD 2958  June 22 2021

Figure 15 : Image au MEB de cellules de S.aureus adhérées aprés incubation de 24h au
matériau du plastique traité au thymol (Gx 2000 et 4000)
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SED 3.0kV WD 10.1 mm  Std.-PC 50.0 HighVac. [81x2,000
STD 2935 June 22 2021

Figure 16 : Image au MEB de cellules de S.aureus adhérées apres incubation de 3h au
matériau du plastique traité au carvacrol (Gx 2000 et 4000)

30kVv WD 102 mm  Std.-PC50.0 HighVac. [81x2,000

2939  June 22 2021

Figure 17 : Image au MEB de cellules de S.aureus adhérées apres incubation de 5h au
matériau du plastique traité au carvacrol (Gx 2000 et 6000)
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SED 3.0kV WD 10.1 mm Std.-PC 50.0 HighVac. [€1x2,000 I 10 pm
STD 2943 June 22 2021

Figure 18 : Image au MEB de cellules de S.aureus adhérées aprés incubation de 10h au
matériau du plastique traité au carvacrol (Gx 2000 et 5000 )

V. WD 10.3 mm
June 22 2021

Figure 19 : Image au MEB de cellules de S.aureus adhérées aprés incubation de 24h au
matériau du plastique traité au carvacrol (Gx 2000 et 6000)
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2.2. Analyse morphologique de cellules de Pseudomonas aeruginosa adhérées sur
le matériau MP traité

Les observations au MEB des morceaux de plastique traités par le thymol et le
carvacrol sont illustrées sur les figures 8, 9 et 10. Avec une concentration minimale inhibitrice
du carvacrol de 7.8x10°%, la croissance de Pseudomonas aeruginosa est empéchée apres 24
heures d’incubation. Cela est remarqué par ’absence totale des cellules bactériennes, sur la
surface de plastique. Cependant, pour I’adhésion de 3,5 et 10 heures aucune inhibition n’a été
remarquée. Walczak et al., (2021) ont signalé que le thymol a réduit la quantité de biofilm de
Pseudomonas aeruginosa dans l'intervalle de 70 a 77 % et que le carvacrol a inhibé la formation

de biofilms jusqu'a 74 a 88 %

5 - i 5 £
SED 3.0kV WD 10.1 mm  Std.-PC 50.0 HighVac. [81x1,900 —— 0 M
STD 2918 June 22 2021

Figure 20: Image au MEB de cellules de P.aeruginosa adhérées pendant 3h au matériau du
plastique traité au thymol (Gx 1900).
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KV WD 105mm Std.-PC50.0 HighVac. [81x2,000 10 pm

June 22 2021

Figure 21: Image au MEB de cellules de P.aeruginosa adhérées pendant 5h au matériau du
plastique traité au thymol (Gx 2000 et 6000)

Figure 22: Image au MEB de cellules de P.aeruginosa adhérées pendant 10h au matériau du
plastique traité au thymol (Gx 2000et 4000)

46



Std.-PC 50.0 HighVac. [E1x2,000

Figure 23: Image au MEB de cellules de P.aeruginosa adhérées pendant 24h au matériau du
plastique traité au thymol (Gx 2000 et 4000)

Std.-PC 50.0  HighVac. [8]1x2,000

Figure 24: Image au MEB de cellules de P.aeruginosa adhérées pendant 3h au matériau du
plastique traité au carvacrol (Gx 2000 et 4000 )
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SED 3.0kv WD 1 mm Std.-PC 50.0 HighVac. [S1x2,000 I 10 pm
STD 2912  June 021

Figure 25: Image au MEB de cellules de P.geruginosa adhérées pendant 5 h au matériau du
plastique traité au carvacrol (Gx 2000 et 4000 )

SED 3.0kv WD 10.3 mm Std.-PC 50.0 HighVac. [G1x2,000
STD 2915  June 22 2021

Figure 26 : Image au MEB de cellules de P.aeruginosa adhérées pendant 10h au matériau du
plastique traité au carvacrol (Gx 2000 et 4000 )
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SED 3.0kv WD 10.1mm  Std.-PC 50.0 HighVac. [81x2,000
STD 2921 June 22 2021

Figure 27 : Image au MEB de cellules de P.aeruginosa adhérées pendant 24 h au matériau
du plastique traité au carvacrol (Gx 2000 et 4000 )
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Conclusion et perspectives

Dans le cadre de lutter contre le développement des biofilms liées aux infections
nosocomiales, notre étude s’est focalisée sur ’emploi des molécules naturelles présentant un
potentiel antibactérien pour agir au niveau de 1’étape initial du processus de formation du
biofilm a savoir 1’étape de 1’adhésion des bactéries aux surfaces abiotiques. Pour cela le
matériau de plastique MP et les souches bactériennes (Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa) ont été caractérisées pour leurs propriétés de surface. La caractérisation
physicochimique a révélé un caractere hydrophobe pour le matériau de plastique (Owater = 76,2
°: Giwi =-23,37mJ/m?) et hydrophile pour S.aureus (Bwater = 9.8° ; Giwi = 29.60 mJ/m?) et
P.aeruginosa (Owater = 0 ° ; Giwi = 30.25 mJ/m?). L’observation au microscope électronique a

balayage a montré que les deux souches sont capables d’y adhérer.

L’évaluation de Dactivité antibactérienne de 12 composés a ete faite dans le but de
cribler les composes présentant un pouvoir antibactérien €levé pour mener le test d’anti-
adhésion. Cette évaluation a indiqué que le carvacrol et le thymol sont les composées les plus
actifs. Les CMI du carvacrol pour S.aureus et P.aeruginosa était respectivemt, 7.629x10° %

et 7.8x102 %. Le thymol a présenté une CMI de 0.039 mg/mL pour les deux bactéries testées.

La suite de ce travail a etée consacrée pour évaluer le pouvoir antiadhésif des deux
composees selectionnées. Le traitement du matériau de plastique MP par ces deux composeés a
changé ses caractéristiques physicochimiques et a rendu le matériau hydrophile. Le thymol et
le carvacrol n’ont manifesté aucun effet inhibiteur sur I’adhésion de Saureus. Alors que le

carvacrol (CMI=7.8x10°%) a inhibé I’adhésion de P. aeruginosa au matériau de MP.

La présente étude nous a démontré que la modification des propriétés des surfaces peut
étre considérée comme une option intéressante et prometteuse pour limiter la colonisation
microbienne et surtout pour surmonter le probleme des biofilms dans le domaine médical.

C’est dans ce sens que davantage de collaborations multidisciplinaires doivent étre
intensifiées et davantage de recherches doivent étre menées pour concevoir des matériaux avec

des propriétés antimicrobiennes et antiadhésives intrinséques.
La continuité de ce travail consiste par exemple a

e Faire une caractérisation du matériau plus approfondie en étudiant la rugosité, la charge,

la composition chimique...
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Etudier I’effet combiné des composés sur 1’adhésion bactérienne au matériau du

plastique

Etudier I’effet du carvacrol et du thymol sur d’autres matériaux présentant une
application médicale
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