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Résumé

La résistance aux antibiotiques représente aujourd'’hui un défi majeur de santé publique,
largement amplifié par I'usage inapproprié¢ et excessif des agents antimicrobiens. Face a cette
menace, les microorganismes déploient divers mécanismes d'adaptation, tels que la formation
de biofilms protecteurs et la régulation de la virulence par le biais du Quorum Sensing (QS).

L'inhibition ciblée du QS émerge ainsi comme une stratégie innovante et prometteuse,
susceptible de limiter la pathogénicité microbienne sans exercer la pression sélective induite
par les antibiotiques conventionnels.

Dans ce contexte, plusieurs agents chimiques et phytochimiques ont démontré leur capacité a
perturber les mécanismes de communication cellulaire.

Une étude conduite sur des souches microbiennes isolées de dispositifs médicaux a mis en
¢vidence une hétérogénéité marquée des profils de sensibilité aux antimicrobiens. Parmi les
composés évalués, la 3-(2-chloroacetyl) oxazolidin-2-one a révélé d’excellentes propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires, associées a une inhibition significative de la formation de
biofilms bactériens (92,23 %) et fongiques (98,48 %). Ce composé a également induit une
réduction notable de la motilit¢ bactérienne et de la production de pigments chez
Chromobacterium violaceum et Pseudomonas aeruginosa.

Par ailleurs, I’extrait méthanolique d’/nula viscosa L. a manifesté une activité antimicrobienne
appréciable, avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI) comprises entre 125 et 500
pg/mL pour les bactéries et entre 7,81 et 250 pg/mL pour les levures. Cet extrait a permis
d’inhiber de maniere significative la formation de biofilms bactériens (77,79 %) et fongiques
(67,43 %), tout en réduisant la motilité bactérienne et la synthése de pigments. Enfin, les essais
d’inhibition du Quorum Sensing en culture duale, réalisés avec Chromobacterium violaceum
31532, Chromobacterium violaceum 026 et Pseudomonas aeruginosa, ont confirmé 1’efficacité
de ces composés dans la modulation de la communication microbienne. Ces résultats ouvrent
des perspectives prometteuses pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques

ciblant la résistance microbienne.

Mots clés : Biofilm, /nula viscosa L., Quorum Sensing, Résistance microbienne, Synthese

chimique, 3-(2-chloroacétyl) oxazolidin-2-one.



Résumés

Abstract

Today, antibiotic resistance represents a major public health challenge, largely exacerbated by
the excessive and inappropriate use of antimicrobial agents. Faced with this threat,
microorganisms deploy various adaptation mechanisms, such as the formation of protective
biofilms and the regulation of virulence via Quorum Sensing (QS).

Targeted inhibition of QS is thus emerging as an innovative and promising strategy, capable
of limiting microbial pathogenicity without exerting the selective pressure induced by
conventional antibiotics.

In this context, several chemical and phytochemical agents have demonstrated their ability to
disrupt cellular communication mechanisms.

A study conducted on microbial strains isolated from medical devices revealed marked
heterogeneity in antimicrobial susceptibility profiles. Among the compounds evaluated, 3-(2-
chloroacetyl) oxazolidin-2-one revealed excellent antioxidant and anti-inflammatory
properties, associated with significant inhibition of bacterial (92.23%) and fungal (98.48%)
biofilm formation. The compound also significantly reduced bacterial motility and pigment
production in Chromobacterium violaceum and Pseudomonas aeruginosa.

In addition, the methanolic extract of Inula viscosa L. displayed appreciable antimicrobial
activity, with minimum inhibitory concentrations (MICs) ranging from 125 to 500 pg/mL for
bacteria and from 7.81 to 250 pg/mL for yeasts. The extract significantly inhibited bacterial
(77.79%) and fungal (67.43%) biofilm formation, while reducing bacterial motility and pigment
synthesis. Finally, Quorum Sensing inhibition tests in dual culture, carried out with
Chromobacterium violaceum 31532, Chromobacterium violaceum 026 and Pseudomonas
aeruginosa, confirmed the efficacy of these compounds in modulating microbial
communication. These results open up promising prospects for the development of new

therapeutic approaches targeting microbial resistance.

Key words: Biofilm, Chemical compound, 3-(2-chloroacetyl) oxazolidin-2-one, /nula viscosa

L., Microbial resistance, Quorum Sensing.
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Liste des abréviations

AA:
ABC
ACP
ADN:
AEIV:
Agr:
AHL:
Al:

Al-1, 2, 3:

aiiA:
AlPs:
AK10:
AM10:
AM-B:
AMC30:
AMP10:
ARN:
ATB:
ATM30:
ATP:
AX25:
BHIB:
BSA:
Ca2+:
CAI-1:
CASFM :
CAZ30:
CIP5 :
CLSI :
CMB/F
CMI :
CRISRP-
Cas:
CT10:
CTX30:
Cu20:
Cv:
CZ30:
DPD:
DPPH:
DZ1:
E15:
EAG:
EC:
EPS:
EQ:

ES:
E-test:

Acide ascorbique

ABC (ATP-Binding Cassette) génes de transport

Protéine porteuse d'Acyle

Acide nucléique désoxyribonucléique

Extrait aqueux /nula viscosa L.

Accessory gene regulator (systéme de régulation chez Staphylococcus aureus )
Acyl-homoserine lactones

Autoinducteur

Autoinducteurs 1, 2, et 3

Géne codant une enzyme lactonase, impliqué dans la dégradation des AHL
Peptides Autoinducteurs

Amikacine 10 ug

Amoxicilline 10 pg

Amphotéricine B

Amoxicilline + acide clavulanique 30 pg

Ampicilline 10 pg

Acide ribonucléiques

Antibiotique

Aztréonam 30 pg

Adénosine Triphosphate (Source d'énergie dans les processus cellulaires)
Amoxicilline 25 ug

Bouillon Coeur-cervelle

Albumine sérum bovin

Ion calcium

Cholerae Autoinducer-1

Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
Ceftazidime 30 pg

Ciprofloxacine 5 pg

Clinical and Laboratory Standards Institute

Concentration minimale bactéricide/fongicide

Concentration minimale inhibitrice

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR associated
system

Cefotaxime 10 pg

Cefotaxime 30 ug

Oxyde de cuivre

Cristal violet

Cefazoline 30 pg

4,5-Dihydroxy-2,3-Pentanedione (Précurseur d'Al-2)

2.2-diphény 1-picryl-hydrazyl

Diametre de zone d’inhibition

Erythromycine 15 pg

Equivalent d'acide gallique

Equivalent de catéchine

Substance Polymere extracellulaire

Equivalent de quercétine

Extrait sec

Test de gradient d’antifongique pour CMI



FCZ: Fluconazole
FLU-SDD:  Fluconazole Sensible a dose dépendante (Fluconazole Susceptible Dose Dependent)

FLO 11: Adhésine impliquée dans le quorum sensing fongique

FOX30: Cefoxitine 30 pg

G2/M: Transition entre la phase G2 (Gap 2) et la phase M (Mitose) du cycle cellulaire.

GM10: Gentamicine 10 pg

GN: G¢élose nutritive

GS: G¢élose sabouraud

1C50: Concentration requise pour inhiber 50 % du DPPH présent dans le milieu

IMQ : Imizoquine (Voies de signalisation liées au stress)

IPM10 : Imipénéme 10 pg

L1: 3-(2-chloroacetyl) oxazolidin-2-one

LAI-1: Legionella Autoinducer-1

LB: Milieu Luria Bertani

LuX1I: Géne codant pour une acétyl-homoserine lactone synthase

LuXR: Protéines régulatrices (Récepteurs d'autoinducteurs)

LuXS: M¢étalloenzyme impliquée dans la synthése de 'autoinducteur-2

MEIV : Extrait méthanolique /nula viscosa L.

MH: Mueller-Hinton

MICA: Micafungine

MTAN: Méthylthioadénosine Nucléosidase

NN10: Acide nalidixique 10 pg

0X10: Oxacilline 10 pg

P10: Pénicilline 10 pg

PDR: Résistance multidrogue perméase (Pleiotropic Drug Resistance)

Pfs: 5'-Methylthioadenosine/S-Adenosylhomocysteine Nucleosidase

PH: Potentiel hydrogene

POL1: Pseudomonas aeruginosa 1

QQ: Quorum quenching

QS: Quorum sensing

QSI: Inhibiteur de Quorum sensing

RMN Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire

RNAIII : Petit ARN régulateur dans le systeme Agr

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium (milieu pour les tests de sensibilité aux
antifongiques)

SAH: S-adénosylhomocystéine
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Introduction

Pendant longtemps, les antibiotiques et les antifongiques ont constitué¢ le principal arsenal
thérapeutique utilisé contre les infections provoquées par des bactéries et des champignons
pathogenes (De Lacerda et al., 2024). Néanmoins, 1'émergence et la prolifération alarmante de
la résistance aux antimicrobiens constituent aujourd'’hui un important dilemme sanitaire
mondial. Ce phénoméne, exacerbé par l'utilisation excessive et parfois inappropriée de ces
agents pharmacologiques, repose sur divers mécanismes adaptatifs, notamment la modification
des cibles cellulaires, la production d'enzymes inactivantes et I'efflux actif d'agents
antimicrobiens (Gupta et al., 2023; Hosseini et al., 2023).

L'un des principaux facteurs de cette résistance est le quorum sensing, un systéme de
communication intercellulaire qui permet aux microorganismes de synchroniser l'expression
des geénes en fonction de leur densité de population. Ce mécanisme joue un role déterminant
dans la régulation de nombreux processus de virulence, notamment la motilité, la sécrétion de
toxines et en particulier la formation de biofilms (Bhunia ef al., 2022). Ces structures
tridimensionnelles, constituées d'agrégats de cellules microbiennes encapsulées dans une
matrice extracellulaire, conférent aux agents pathogénes une protection accrue contre les
interventions antimicrobiennes et les réponses immunitaires de 1'hote (Flemming ef al., 2016;
Joshi et al., 2023; Koley et al., 2023). Les infections associées aux biofilms, notamment celles
lies aux dispositifs médicaux (cathéters, sondes, protheses), compliquent considérablement les
interventions thérapeutiques et constituent un formidable défi pour les professionnels de santé
(Datta et al., 2024; Maillard et Centeleghe, 2023).

A la lumiére de cette crise sanitaire croissante, il est de plus en plus impératif de concevoir de
nouvelles stratégies thérapeutiques capables de contourner les mécanismes de résistance et de
rétablir I'efficacité des traitements existants (Sher ef al, 2024). Parmi les méthodologies
prometteuses, l'inhibition ciblée de la détection du quorum sensing et la perturbation des
biofilms apparaissent comme des stratégies innovantes (Sher et al., 2024).

Dans la quéte de nouveaux agents antimicrobiens, la médecine traditionnelle constitue une
importante source d'inspiration. Les plantes ethnobotaniques, riches en composés bioactifs,
apparaissent comme des candidats prometteurs pour le développement de molécules capables
d'obstruer efficacement la communication intercellulaire bactérienne et de perturber les
biofilms (Izah et al., 2023; Sankar et al., 2023; Sayed, 2023). Notamment, /nula viscosa L.,
communément appelée Dittrichia viscosa Greuter, est une flore méditerranéenne qui se

distingue par ses nombreux attributs thérapeutiques. Historiquement utilisée en médecine
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traditionnelle pour ses effets antimicrobiens, anti-inflammatoires et antioxydants (Andolfi et
al., 2013; Eruygur et al., 2024), cette espece englobe un large éventail de métabolites
secondaires bioactifs, notamment les guaianolides, les sesquiterpénes et les flavonoides,
ouvrant ainsi la voie a de nouvelles voies pharmacologiques (Ozkan ef al., 2019; Ye et al.,
2020).

Parallélement, le développement de molécules synthétiques reste un objectif essentiel de la
recherche pharmaceutique. Parmi les classes les plus prometteuses figurent les oxazolidinones,
des composés hétérocycliques dont 1'efficacité a ét€¢ prouvée contre diverses bactéries Gram
positives multirésistantes (Mahdi et al., 2023a). Plus récemment, certains dérivés de cette
classe ont démontré un potentiel sans précédent d'inhibition et de dispersion des biofilms,
présentant ainsi une nouvelle alternative thérapeutique pour traiter les infections chroniques
résistantes aux modalités de traitement conventionnelles (Pierce et al., 2019; Roger et al.,
2018).

A la lumiére des enjeux croissants liés a la résistance antimicrobienne, notre démarche
scientifique s’est structurée autour de deux volets complémentaires :

- Le premier s’appuie sur une revue critique de la littérature, centrée sur les mécanismes de
résistance aux antibiotiques, le role du quorum sensing et des biofilms dans la persistance des
infections, ainsi que sur 1’intérét pharmacologique des oxazolidinones et de Inula viscosa,
plante médicinale aux multiples vertus thérapeutiques.

- Le second volet, expérimental, a consisté en I’isolement et I’identification de souches
microbiennes résistantes, suivis de 1’évaluation de leur sensibilit¢ a divers agents
antimicrobiens. Parallelement, un nouvel analogue d’oxazolidinone (L1) a été synthétisé et
caractérisé, tandis que les extraits phytochimiques de Inula viscosa ont été obtenus et analysés.
L’ensemble de ces composés a fait 1’objet d’une évaluation in vitro de leurs propriétés
antimicrobiennes, antioxydantes et anti-inflammatoires, ainsi que de leur capacité a moduler
des facteurs clés de virulence bactérienne, notamment la formation de biofilms et 1’inhibition
du quorum sensing, ainsi que la motilité, et la production de pigments tels que la violacéine et
la pyocyanine.

Ce travail s’inscrit dans une dynamique de recherche translationnelle visant a conjuguer
innovation chimique et savoirs traditionnels pour le développement de nouvelles alternatives

thérapeutiques contre les pathogenes multirésistants.
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La Résistance Aux Antibiotiques
Chapitre I : La résistance aux antibiotiques

I.1. Définition de la résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques constitue une menace majeure pour la santé mondiale. Elle se
caractérise par la capacité des agents pathogénes, tels que les bactéries, les champignons, les
parasites et les virus, a développer des mécanismes leur permettant de survivre et de se
reproduire malgré la présence d'antibiotiques, congus pour les éliminer ou inhiber leur
croissance.

Ce phénomene survient lorsque les bactéries subissent des modifications génétiques qui leur
conferent une résistance aux effets des antibiotiques (Amyes, 2022; Bhaskar et Sahu, 2023;
Ezeonu et al., 2022; Ramos-Martin et D’amelio, 2023; Tang et al., 2023).

L'utilisation abusive et excessive des antibiotiques en médecine humaine et en agriculture
constitue les principaux moteurs de cette résistance, favorisant la sélection et la propagation de

souches résistantes (Mehboob, 2022; Tang et al., 2023).

I.2. Mécanismes de la résistance aux antibiotiques

I.2.1. Génétique de la résistance

Les mutations génétiques jouent un réle fondamental dans l'acquisition de la résistance aux
antibiotiques chez les bactéries, opérant par divers mécanismes. Ces mutations peuvent
apparaitre spontanément ou étre induites par des facteurs environnementaux, comme

l'exposition aux antibiotiques ou le stress oxydatif (Chodkowski et Shade, 2022).

[.2.1.1. Mutations spontanées

Les mutations chromosomiques chez les bactéries peuvent se produire spontanément en raison
d'erreurs lors de la réplication de I'ADN, et ces mutations sont ensuite sélectionnées sous la
pression des traitements antibiotiques (Buchanan et Wareham, 2019).

Ces mutations altérent la constitution génétique, conférant directement une résistance ou
facilitant l'acquisition et I'efficacité des genes de résistance (Jangir et al., 2022). Elles peuvent
modifier les protéines cibles des antibiotiques, réduire 1'entrée des antibiotiques dans la cellule
bactérienne ou augmenter l'efflux des antibiotiques hors de la cellule bactérienne

(Theuretzbacher, 2017).

[.2.1.2. Transfert horizontal de génes
Les especes microbiennes partagent continuellement entre elles des ¢léments génétiques

peuvent étre portés par des plasmides, des transposons ou des intégrons, dans un processus
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connu sous le nom de transfert horizontal de matériel génétique. Ce transfert s'effectue
principalement a travers trois mécanismes essentiels :
o La transduction: transfert des génes via des bactériophages.
o La transformation: incorporation par une bactérie de fragments d'ADN libérés
par d'autres bactéries.
o La conjugaison: transfert de fragments d'ADN via des plasmides conjugatifs
(Giedraitiené et al., 2011; Pitout, 2012; Sommer et al., 2009).
Ce processus permet le transfert de génes entre des bactéries phylogénétiquement distinctes,

notamment entre les bactéries a Gram positif et celles a Gram négatif (Bouyahya et al., 2017b).

1.2.2. Mécanismes biochimiques

[.2.2.1. Modification de la cible

La cible de I'antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de sorte que le
compos¢ antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité sur la bactérie. Ce type de
résistance peut étre di a I'acquisition de matériel génétique mobile codant pour une enzyme

modifiant la cible de I'antibiotique, ou a une mutation dans la séquence nucléotidique de la cible

(Nikaido, 2009; Weiss, 2002).

[.2.2.2. Dégradation de l'antibiotique

Certaines bactéries produisent des enzymes qui neutralisent l'action des antibiotiques en les
dégradant ou en les modifiant. Les modifications des antibiotiques peuvent se réaliser par divers
mécanismes chimiques, tels que l'acétylation, la glycosylation, la nucléotidylation, la
substitution, la ribosylation et la phosphorylation (Bush et Jacoby, 2010; Tenover, 2006).

En plus de ces modifications enzymatiques, certaines souches pathogenes réorganisent leurs

organites pour échapper a l'action des antibiotiques (Jana et Deb, 2006).

[.2.2.3. Efflux des antibiotiques

L’efflux actif est un mécanisme nécessitant de 1’énergie, utilisé par les bactéries et certaines
cellules eucaryotes, y compris les protozoaires, pour expulser des métabolites et des composés
toxiques comme les antibiotiques. Ce processus est médié par des protéines transmembranaires
appelées pompes a efflux ou transporteurs actifs. Ces pompes ont généralement une large
spécificité de substrats, mais seules certaines confeérent une résistance aux antibiotiques. Cette
résistance provient de la réduction de la concentration d'antimicrobiens dans le cytoplasme

bactérien, limitant ainsi 'acceés de 'antibiotique a sa cible. Les pompes a efflux sont classées en
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fonction de leur spécificité de substrats et de la source d'énergie qu'elles utilisent. (Carle, 2009;

Nikaido et Pages, 2012; Pitout et al., 2004).

[.2.2.4. Altération des voies métaboliques

Les bactéries modifient leurs voies métaboliques de maniére stratégique pour résister aux
effets des antibiotiques, en utilisant des mécanismes sophistiqués tels que 1'ajustement de
l'expression génique par des modifications épigénétiques et des ajustements du transcriptome,
en réponse a des concentrations sublétales d'antibiotiques. Cette réponse adaptative
métabolique transitoire réduit la sensibilité aux antibiotiques, potentiellement favorisant le
développement d'une résistance permanente (D’Aquila et al., 2023).

Les stratégies incluent la modification de la structure de la paroi cellulaire pour augmenter la
perméabilité, la régulation des facteurs de virulence pour éviter la reconnaissance par
I'i'mmunité de 1'hote, la diminution de la toxicité liée au stress oxydatif, ainsi que 1'adaptation
du métabolisme énergétique (Pearcy et al., 2021).

De plus, l'acquisition de mutations dans les génes métaboliques centraux entraine une
réduction de la respiration basale, inhibant ainsi I'activation du cycle de 1'acide tricarboxylique
induite par les antibiotiques, ce qui diminue la toxicité métabolique et limite la 1étalité des

médicaments (Lopatkin et al., 2021).

1.3. Facteurs contribuant a la résistance aux antibiotiques

1.3.1. Utilisation abusive et inappropriée des antibiotiques

La surutilisation des antibiotiques joue un role majeur dans l'augmentation des bactéries
résistantes, par divers mécanismes et voies. En médecine humaine, une proportion significative
de I'utilisation des antibiotiques, allant d’un tiers a la moitié, est considérée comme inutile ou
inappropriée. Cette surprescription crée une pression sélective favorisant la survie et la
prolifération des souches résistantes (Padma, 2022; Xavier et al., 2022).

L'utilisation abusive et inappropriée des antibiotiques entraine des conséquences profondes et
graves, touchant aussi bien la santé individuelle que les systemes de santé publique. L'un des
effets les plus critiques est la promotion de la résistance aux antibiotiques, ou les bactéries
évoluent pour résister aux traitements, rendant ces médicaments moins efficaces, voire inutiles,
contre les infections (Aithal ef al., 2020; Padma, 2022).

Cette utilisation inappropriée ne se limite pas a la médecine humaine mais s'étend également
aux animaux et a l'agriculture, contribuant au développement de la résistance aux

antimicrobiens dans divers secteurs (Aithal et al., 2020).
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1.3.2. Utilisation en médecine humaine et vétérinaire

L’utilisation d’antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire exerce une pression sélective
significative, contribuant a 1’émergence de souches multirésistantes. Ce phénomene est
principalement di a la surutilisation et a la mauvaise utilisation des antibiotiques, qui créent un
environnement ou seules les bactéries résistantes peuvent survivre et proliférer.

En médecine vétérinaire, il a été démontré que 1’utilisation d’antibiotiques chez les animaux
destinés a 1’alimentation et de compagnie sélectionne des bactéries résistantes. Ces bactéries
peuvent ensuite €tre transmises a ’homme et a I’environnement, soulignant 1’interconnexion
de I’approche « Une seule santé » (Ahmad et al., 2023; Caneschi ef al., 2023). L’application
généralisée d’antibiotiques dans 1’élevage, souvent pour stimuler la croissance et prévenir les
maladies, exacerbe encore ce probléme en favorisant la sélection et la propagation de bactéries
résistantes des animaux aux humains (Ahmad ef al., 2023; Muthuirulandi Sethuvel et al.,
2023).

De plus, les résidus d’antibiotiques présents dans 1’environnement, provenant des déchets
humains et vétérinaires, contribuent a la persistance et a la dissémination des génes de
résistance. Ces résidus constituent une menace pour la sant¢ humaine en altérant
potentiellement le microbiote humain et en favorisant des souches résistantes. Ainsi, la gestion
et ’utilisation responsables des antibiotiques sont essentielles pour limiter la propagation de la

résistance et protéger la santé publique (Ahmad et al., 2023).

1.3.3. Environnement et agriculture

Les facteurs environnementaux jouent un role déterminant dans 1’émergence et la propagation
de la résistance aux antibiotiques, influencant a la fois les populations microbiennes naturelles
et la santé humaine. L environnement agit comme un réservoir pour les bactéries résistantes et
les génes de résistance aux antibiotiques, qui sont dispersés par des sources variées telles que
le ruissellement agricole, les eaux usées des sociétés pharmaceutiques et les effluents
hospitaliers. Ces sources facilitent la propagation des genes de résistance en introduisant des
micro-organismes résistants dans le sol, I'air, I'eau et les sédiments (Puvaca et al., 2022; Shahid
etal., 2023).

Les conditions environnementales locales, y compris la pression de sélection naturelle, la
présence de métaux lourds et de nutriments tels que le phosphore, jouent également un role
crucial dans 1’augmentation des génes de résistance aux antibiotiques, véhiculés par des

vecteurs comme le bétail et les produits laitiers (Asif et Mazhar, 2020; Miao et al., 2022).
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En outre, la transmission de la résistance de I’environnement a I’homme peut profondément
affecter 1’épidémiologie des infections bactériennes résistantes chez ’homme, compromettant
potentiellement 1’efficacité des mesures visant a réduire I'utilisation d’antibiotiques chez les

animaux (Lepper et al., 2022).

I.4. Impacts de la résistance aux antibiotiques

1.4.1. Augmentation de la morbidité et de la mortalité

La résistance aux antibiotiques, exacerbée par leur usage excessif et abusif, complique le
traitement des infections, les rendant plus graves et potentiellement mortelles. Ce phénoméne
prolonge les maladies, augmente les complications et les taux de mortalité en raison des options
de traitement limitées. Les infections nosocomiales causées par des bactéries résistantes
entrainent des séjours hospitaliers prolongés, davantage d'échecs thérapeutiques et une
mortalité plus élevée. La disponibilité restreinte d'antibiotiques efficaces oblige a recourir a des
médicaments de dernier recours, souvent toxiques et coliteux, accentuant les défis posés par la

résistance aux antibiotiques (Bagai ef al., 2023; Hariyanto et al., 2022; Huemer et al., 2020).

1.4.2. Coiits économiques

La résistance aux antibiotiques a un impact économique significatif en augmentant les
dépenses de santé, les s¢jours hospitaliers prolongés et la nécessité de traitements plus intensifs.
La prolifération des bactéries multirésistantes exige des traitements plus complexes et coliteux,
ce qui entraine des hospitalisations plus longues et des cofits de santé accrus. Cet impact
¢économique ne se limite pas aux cotts directs des soins de santé, mais inclut également des
colts sociétaux plus larges, tels que la perte de productivité et la nécessité de développer de
nouveaux médicaments antimicrobiens, un processus de plus en plus complexe et onéreux

(Aabedeen et al., 2023; Nadella et al., 2023).

1.4.3. Réduction de l'efficacité des traitements médicaux

La résistance aux antibiotiques compromet gravement I’efficacité des traitements médicaux,
posant ainsi une menace majeure pour la santé¢ mondiale (Capozzi ef al., 2019). Cette situation
complique la gestion des maladies infectieuses courantes, les rendant plus difficiles a traiter
(Aabedeen et al., 2023).

Les agents pathogeénes multirésistants se répandent désormais non seulement dans les
hopitaux, mais aussi dans les milieux communautaires, compliquant encore la gestion efficace

des infections (Chis et al., 2022).
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La résistance aux antibiotiques affecte ¢galement le succés des procédures médicales critiques
telles que les chirurgies, la chimiothérapie et les greffes d’organes, qui dépendent de la
disponibilité d’antibiotiques efficaces pour prévenir et traiter les infections (Ali e al., 2023;
Mangal et Khedar, 2017).

En outre, le fardeau économique est considérable, nécessitant des traitements plus cotliteux et
plus étendus, ainsi que le développement de nouveaux médicaments antimicrobiens, ce qui
accentue la pression sur les ressources de santé¢ (Aabedeen ef al., 2023).

Le développement de nouveaux antibiotiques a ralenti, en partic a cause des exigences
réglementaires strictes et de la diminution des incitations pour les entreprises, limitant ainsi les
options disponibles pour lutter contre les infections résistantes (Aabedeen et al., 2023; Mangal
et Khedar, 2017).

En résumé, la résistance aux antibiotiques réduit non seulement I’efficacité des traitements
médicaux actuels, mais menace également les avancées globales des soins de santé, soulignant
la nécessité de stratégies globales et multidisciplinaires pour s’attaquer a ce probléme (Bashir

et al., 2021; Capozzi et al., 2019).

1.4.4. Perte de productivité

La résistance aux antibiotiques a un impact significatif sur la productivité économique et la
santé publique a travers plusieurs mécanismes. L'émergence des souches résistantes contribue
a des maladies prolongées, une morbidité accrue et des taux de mortalité plus €élevés, entrainant
directement une diminution de la productivité (Larsson et al., 2022).

A I'échelle mondiale, cette résistance est projetée pour causer des pertes de 23 000 milliards
de dollars d'ici 2050, affectant particulierement les pays en développement en raison des cofits
de santé accrus et des pertes de productivité associ¢es (Ahmed et al., 2018; Littmann et al.,
2020; Popowska, 2017).

L'utilisation inappropriée des antibiotiques dans la thérapie humaine, I'élevage et I'aquaculture
contribue au développement de bactéries multirésistantes, aggravant les échecs thérapeutiques
et prolongeant les maladies, ce qui amplifie les pertes de productivité, notamment dans le
secteur agricole (Manage et Liyanage, 2019).

De plus, la propagation de la résistance chez les animaux diminue la productivité en
provoquant des infections non traitées chez le bétail, entrainant ainsi des pertes économiques

substantielles dans l'industrie alimentaire (Bengtsson et Greko, 2014).
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L.5. Stratégies de lutte contre la résistance aux antibiotiques

I.5.1. Sensibilisation et éducation du public et des professionnels de la santé

La sensibilisation du public est cruciale pour lutter contre la résistance aux antibiotiques, en
fournissant les connaissances et la motivation nécessaires pour une utilisation judicieuse de ces
médicaments.

Diverses stratégies ont €té mises en ceuvre pour sensibiliser le public, chacune avec ses points
forts uniques. Par exemple, des outils interactifs comme le « calculateur de I’empreinte
antibiotique » se sont révélés prometteurs pour impliquer les individus et encourager une action
immédiate contre la surutilisation des antibiotiques (Prapharsavat et al., 2023). Toutefois, les
campagnes de sensibilisation seules peuvent étre insuffisantes ; il est important de comprendre
les facteurs psychologiques tels que I'anxiété et la responsabilité sociétale, qui peuvent
influencer la demande d'antibiotiques. Des stratégies de messagerie adaptées sont donc
essentielles (Alejandro et al., 2023).

Les programmes efficaces de gestion des antibiotiques, qui incluent I’éducation, les directives
cliniques et les campagnes de sensibilisation, sont essentiels pour orienter les professionnels de
la santé et le public vers une utilisation appropriée des antibiotiques, réduisant ainsi les
prescriptions inutiles et empéchant la propagation des bactéries résistantes (Nair et al., 2021).

Les examens des interventions publiques montrent que les éléments interactifs comme les jeux
et les vidéos sont plus efficaces pour engager le public et améliorer la sensibilisation, bien que
les impacts a long terme sur le comportement soient encore sous-étudiés (Parveen et al., 2022).

Des campagnes comme la semaine de sensibilisation aux antibiotiques d’Ispahan, utilisant
diverses méthodes éducatives telles que la formation en face a face et les médias sociaux, ont
démontré des améliorations significatives dans les connaissances et les attitudes du public a
I’égard des antibiotiques (Rostami ez al., 2023).

Des approches innovantes telles que la gamification et les tendances de la communication
numérique ont également réussi a éduquer les jeunes, rendant les questions de santé plus
compréhensibles et attrayantes (Tarin-Pello ef al., 2022).

En somme, la sensibilisation du public est indispensable a 1’utilisation rationnelle des
antibiotiques, car le soutien de la société est crucial pour le succes des politiques visant a limiter

l'utilisation des antibiotiques aux seuls cas nécessaires (Ruiz, 2021).

1.5.2. Promotion de bonnes pratiques d'utilisation des antibiotiques
Pour lutter contre la menace croissante de la résistance aux antimicrobiens et garantir des

résultats optimaux pour les patients, il est impératif de promouvoir les bonnes pratiques
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d'utilisation des antibiotiques. Des programmes efficaces de gestion des antibiotiques sont
nécessaires, incluant des interventions telles que I'éducation et la formation, des directives
cliniques, des équipes de gestion des antimicrobiens, et des systémes de surveillance pour
guider les professionnels de santé et les patients vers une utilisation appropriée des antibiotiques
(Nair et al., 2021). Bien que le public ait un haut niveau de connaissances sur les antibiotiques,
il existe souvent un écart entre les connaissances et la pratique, ce qui souligne I'importance de
plans de promotion de la santé pour améliorer la sensibilisation et encourager une utilisation
responsable des antibiotiques (Lacanilao et al., 2023).

Les médecins généralistes jouent un role essentiel dans cette gestion en adoptant des stratégies
comme I'étude des attentes des patients, la prescription différée, la gestion des symptomes sans
antibiotiques, et la prescription d'antibiotiques uniquement lorsque cela est cliniquement
indiqué, a la dose appropriée et pour la durée minimale nécessaire (Magin et al., 2022).

Dans les hopitaux, il est crucial de mettre en ceuvre des mesures de gestion des antibiotiques
basées sur des preuves, soutenues par un personnel suffisant et une surveillance fiable des
agents pathogenes, de la résistance aux antibiotiques et de la consommation d'antibiotiques. Les
équipes des mesures de gestion des antibiotiques doivent étre autorisées a effectuer des audits
antimicrobiens et a appliquer des interventions anti-infectieuses, avec des programmes de
formation réguliers pour les cliniciens en milieu hospitalier (Nekarda et al., 2022).

Par ailleurs, l'éducation du public sur l'utilisation rationnelle des antibiotiques et leur
¢limination appropriée doit étre largement renforcée, étant donné la corrélation positive entre

les connaissances et la pratique dans les communautés (Zairina et al., 2023).

1.5.3. Développement de nouveaux antibiotiques et de thérapies alternatives

Le développement de nouveaux antibiotiques et de thérapies alternatives a connu des avancées
importantes ces dernieres années, en réponse a la nécessité urgente de lutter contre la résistance
aux antibiotiques.

Les antibiotiques traditionnels perdent en efficacité face a I'émergence rapide de souches
bactériennes résistantes, ce qui rend indispensable I'exploration de thérapies antimicrobiennes
non conventionnelles. Les recherches récentes ont mis en avant plusieurs alternatives
prometteuses, telles que les anticorps monoclonaux, les peptides antimicrobiens, les aptameres
et les phages, qui offrent de nouveaux mécanismes d'action contre les agents pathogenes
(Kalpana ez al., 2023).

En outre, la combinaison de nouveaux antibiotiques avec des inhibiteurs de la B-lactamase, la

phagothérapie, les nanoparticules et les agents antimicrobiens antisens fait I'objet d'évaluations
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pour déterminer leur capacité a surmonter la résistance bactérienne (Alaoui Mdarhri ez al.,
2022).

Des approches innovantes, comme le systtme CRISPR-Cas et les acides nucléiques
peptidiques, se montrent ¢galement prometteuses dans le développement d'antimicrobiens
spécifiques a des séquences, tandis que les thérapies combinatoires ont amélioré 1'efficacité des
antibiotiques existants (Konwar et al., 2022).

Par ailleurs, le ciblage de nouveaux mécanismes bactériens, tels que les systémes de sécrétion
de toxines, la formation de biofilms et la détection du quorum, peut perturber les populations
microbiennes et réduire la résistance (Todosiichuk et al., 2022).

Enfin, des alternatives d'origine naturelle, comme les composés phytochimiques, les
composites a base d'enzymes et les probiotiques, ainsi que des entités synthétiques telles que
les complexes métalliques et les nanomatériaux, sont en cours d'étude pour leurs propriétés

antibactériennes (Deb Adhikari et al., 2022).

1.5.4. Renforcement de la surveillance et de 1a recherche

Le renforcement de la surveillance et de la recherche est crucial pour combattre la résistance
aux antibiotiques, car il fournit les données nécessaires pour guider des interventions efficaces.
Les systémes de surveillance jouent un role essentiel en observant la prévalence des infections
résistantes et en identifiant les menaces émergentes. Cependant, leur efficacité est souvent
compromise par la disponibilité limitée des données, en particulier dans les pays a revenu faible
ou intermédiaire, ce qui peut introduire des biais et limiter la généralisabilité des résultats
(Bertagnolio et al., 2023).

Dans des régions comme 1’Afrique, ou les soins cliniques sont médiocres, 1’utilisation
inconsidérée des antibiotiques est fréquente et les réglementations appropriées font défaut, des
programmes de surveillance robustes sont indispensables. La mise en place de systémes de
surveillance de la résistance aux antimicrobiens, de programmes de gestion des antimicrobiens,
ainsi que des outils de diagnostic abordables et rapides, peut significativement améliorer la
gestion de la résistance aux antibiotiques (Gulumbe et al., 2022).

Par ailleurs, la recherche sur les mécanismes de résistance a mis en lumiére la complexité du
probléme, révélant que les bactéries utilisent des stratégies variées telles que la formation de
biofilms, le transfert horizontal de génes et de nouveaux mécanismes de résistance. Les
biofilms, en particulier, représentent un défi majeur en raison de leurs matrices extracellulaires

protectrices qui limitent I’efficacité des antibiotiques. Les approches innovantes, telles que la
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thérapie par anti-biofilm et les systémes pour éliminer les génes résistants aux antibiotiques,
montrent un potentiel prometteur pour surmonter ces obstacles (Prima et al., 2023).

La poursuite des recherches sur le traitement des biofilms est donc essentielle pour développer
des stratégies efficaces contre ces communautés microbiennes résilientes (Grooters et al.,
2024).

Enfin, le fardeau mondial des infections nosocomiales résistantes souligne la nécessité de
disposer de données complétes et précises pour surveiller et combattre efficacement la
résistance aux antimicrobiens, bien que I'hétérogénéité des méthodes de collecte de données et

des criteres diagnostiques demeure un défi (Bertagnolio ef al., 2023).
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Chapitre II : Le Biofilm

I1.1. Définition du biofilm

Un biofilm est une communauté complexe de micro-organismes qui adhérent a des surfaces,
qu'elles soient vivantes ou inertes. Ces micro-organismes sont enveloppés dans une matrice
polymérique autoproduite, composée de substances polymériques extracellulaires (EPS) telles
que des polysaccharides, des protéines, des lipides, des ions métalliques, de 'ADN et des
substances humiques (Kumar et al., 2020; Prakash et al., 2023; Rana et al., 2020).

Cette matrice forme une structure protectrice qui permet aux micro-organismes de résister aux
conditions environnementales extrémes et de faciliter la coopération métabolique et
l'expression de traits génétiques spécifiques (Flemming ez al., 2016).

Les biofilms peuvent étre formés par une seule espéce de micro-organisme ou par une
combinaison de plusieurs especes, incluant des bactéries, des champignons, des archées et des
diatomées. Ils représentent une stratégie de survie sophistiquée permettant aux micro-
organismes de s'adapter et de prospérer dans des environnements variés et hostiles (Flemming
etal., 2016; Kumar et al., 2020; Rana et al., 2020).

Au sein des biofilms, les micro-organismes subissent des modifications phénotypiques et
métaboliques qui augmentent leur résistance aux traitements antimicrobiens et aux conditions
de stress environnemental (Alam et al., 2019).

La formation des biofilms est régulée par des mécanismes de communication cellulaire, tels
que le quorum sensing, qui permettent aux bactéries de coopérer et de coordonner diverses

fonctions au sein de la communauté (Rizzato et al., 2019).

I1.2. Formation et structure du biofilm

I1.2.1. Processus de formation

I1.2.1.1. Conditionnement de la surface

La préparation de la surface des biofilms est une étape essentielle qui influence la fixation
initiale et le développement des biofilms sur diverses surfaces. Ce processus comprend
'adsorption de molécules organiques de I'environnement, formant un film de conditionnement
qui modifie les propriétés de la surface et facilite la colonisation microbienne. Des recherches
ont démontré que différents matériaux, tels que le polyéthyléne téréphtalate, le polystyréne et
le verre, présentent des degrés variés d'adsorption de mati¢re organique, ce qui influence a son

tour la fixation microbienne et la formation de biofilms (Rummel et al., 2021).
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11.2.1.1.1. L’adhésion
L’adhésion initiale aux surfaces implique divers mécanismes physico-chimiques et

biologiques complexes. Elle est généralement divisée en deux phases (Bellifa ef al., 2020):

I1.2.1.1.1.1. Adhésion réversible

L’adhésion réversible est une étape cruciale dans la formation initiale des biofilms, servant de
précurseur a I’adhésion irréversible et a la maturation ultérieure du biofilm. Cette fixation
initiale des cellules bactériennes aux surfaces est médiée par de faibles forces physico-
chimiques telles que les forces de Van der Waals, les interactions €lectrostatiques et les forces
hydrophobes, ainsi que par des structures de surface telles que les flagelles, les pilis permettant
une adhésion temporaire et transitoire avant une fixation définitive (Hoffman et al., 2015;
Latag et al., 2023).
La réussite de cette étape déterminera si les bactéries évolueront vers une adhésion irréversible
(Mukherjee et al., 2012). De plus, cette phase est influencée par des facteurs
environnementaux, comme la présence de polymeéres non adsorbants en solution, qui peuvent
inciter les cellules bactériennes a adhérer a des surfaces normalement non bioadhésives via des

interactions de déplétion (Niu et al., 2021).

I1.2.1.1.1.2. Adhésion irréversible

L'importance de 'adhésion irréversible est primordiale dans I'intégrité structurale des biofilms,
transformant les cellules bactériennes d'un é€tat planctonique libre faiblement attaché a un état
fermement ancré, essentiel pour le développement et la stabilité des biofilms matures (Van
Der Mei et al., 2008).

Cette transition est caractérisée par la production de substances polymeres extracellulaires et
d'autres molécules adhésives, qui ancrent solidement les cellules a la surface et entre elles,
formant une matrice stable (Floyd ef al., 2017; Li et al., 2021b).

Des études montrent que la chimie et les propriétés physiques de la surface, telles que
I'hydrophobie et la rugosité, influencent significativement la force et la permanence de
I'adhésion bactérienne. Par exemple, les surfaces hydrophobes et adsorbant les protéines
favorisent une fixation bactérienne plus forte et stable comparé aux surfaces hydrophiles
résistantes aux protéines (Latag et al., 2023).

Cette transition multifactorielle est également influencée par les propriétés physiques,
chimiques et biologiques de l'environnement, de la surface et de la cellule bactérienne (Berne

et al., 2018). En outre, la présence de signaux de détection du quorum et l'accumulation de
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diguanylate cyclique sont essentielles pour les changements phénotypiques conduisant a une

adhésion irréversible et a la maturation du biofilm (Carabelli ef al., 2022).

[1.2.1.1.2. Formation de micro-colonies

Une fois fixés, les micro-organismes se multiplient et forment des micro-colonies, composées
de diverses micro-communautés qui se coordonnent pour I'échange de substrats, la distribution
des produits métaboliques et I'excrétion des déchets (Dowsett, 2013; Mubhsin ef al., 2015).
La formation de ces micro-colonies est influencée par des facteurs intrinséques et extrinséques,
notamment la croissance, le mouvement et les interactions physico-chimiques des cellules
bactériennes ainsi que les substances polymeres extracellulaires qu'elles sécrétent (Bera et al.,
2022).
Ce processus dynamique peut étre modélisé comme un jeu de formation de réseaux, ou les
bactéries forment des adhésines intercellulaires pour collaborer a la production de ressources,
offrant ainsi une protection contre les antimicrobiens (Canzian ef al., 2015).
La motilité cellulaire, le stress induit par la croissance et les propriétés physiques des EPS jouent
un role crucial dans la formation des micro-colonies de biofilms. L'interaction de ces facteurs
conduit a la coexistence d'agrégats mobiles et sessiles, essentiels pour la transition vers la

formation de biofilms matures (Bera et al., 2022).

11.2.1.1.3. Maturation du biofilm

La maturation du biofilm désigne le processus par lequel des amas microbiens, incorporés
dans des substances polymeres extracellulaires, se développent et augmentent leur masse
cellulaire totale ainsi que leur teneur en protéines au fil du temps (Kim et Park, 2023).

Ce processus implique des changements dynamiques dans 1'expression des genes tout au long
des différentes ¢tapes de la formation du biofilm (Vlaeminck et al., 2022). Notamment, entre
six et neuf heures de croissance, lorsque le pH descend en dessous de 5,5, des modifications
significatives de l'activité génique se produisent. Durant cette période, I'expression de 29015
genes est régulée a la hausse ou a la baisse, influencant diverses fonctions, telles que le
métabolisme du pyruvate et du lactate, la production de molécules antibactériennes, la
séquestration du fer, la neutralisation du pH, 1'hydrolyse des protéines et la fixation a la surface

(Edlund et al., 2018).
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[1.2.1.1.4. Dispersion du biofilm

La dispersion du biofilm est un processus essentiel au cours duquel les cellules s'échappent
activement de la structure du biofilm, créant des vides et libérant des cellules planctoniques
(Manmohit ez al., 2023).

Cette étape cruciale permet aux cellules microbiennes de se propager vers de nouveaux sites
pour une éventuelle colonisation, ce qui a des implications importantes en milieu clinique et
industriel (Malek, 2023).

La dispersion survient en réponse a la détérioration des conditions au sein du biofilm et
implique la libération de bactéries mobiles a partir de la matrice (Mello et al., 2023).

Ce processus, influencé par des facteurs tels que la densité bactérienne, les signaux de
détection du quorum et la disponibilité des nutriments, se déroule en trois phases : séparation
cellulaire, translocation bactérienne et adhésion a un nouveau substrat. Les mécanismes de
dispersion comprennent I'érosion, le pelage et I'ensemencement, avec des déclencheurs internes
et externes, incluant la lyse bactérienne, jouant un role clé (Abaturov et Kryuchko, 2019;
Nishikawa et Kobayashi, 2021). Ces dynamiques sont représentées schématiquement dans la

Figure 1, qui illustre les différentes étapes de la formation et de la dispersion du biofilm.
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Figure 1: Etapes de la formation de biofilm (Toyofuku et al., 2016).

[1.2.1.2. Composition et architecture du biofilm

[1.2.1.2.1. Composition

Les biofilms sont des communautés microbiennes complexes et structurées, ou les
microorganismes sont intégrés dans une matrice extracellulaire qu'ils produisent eux-mémes.
Ces microorganismes, incluant des bactéries et des champignons, constituent entre 5 et 35 %
du volume total du biofilm. En revanche, la matrice extracellulaire, qui assure la cohésion et la
protection de la communauté microbienne, représente entre 65 et 95 % du volume du biofilm

(Di Perri et Ferlazzo, 2022).
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I1.2.1.2.1.1. Microorganismes

Les biofilms sont des structures complexes composées de divers microorganismes, notamment
des bactéries, des champignons, des archées et des diatomées, intégrés dans une matrice de
substances polymeéres extracellulaires autoproduites. Ces communautés microbiennes peuvent
étre constituées d'une seule espéce ou de multiples espéces, en fonction des conditions
abiotiques et biotiques telles que la température, la disponibilité de l'eau et la sécrétion de
composants de I'EPS (Kumar et al., 2020; Yavorska et Vorobets, 2024).

La composition spécifique d'un biofilm est donc fortement influencée par les facteurs
environnementaux plutot que par la nature intrinséque des microorganismes présents (Branger,

2007).

11.2.1.2.1.2. La matrice

La matrice extracellulaire autoproduite du biofilm est principalement composée d'eau (97 %),
de protéines (2 %), de polysaccharides (1 a 2 %) et d'acides nucléiques (ADN/ARN, tous deux
<1 %) (Di Perri et Ferlazzo, 2022).

Sa composition peut varier selon les microorganismes et les conditions de croissance, intégrant
divers polysaccharides, protéines, acides nucléiques, lipides et autres biopolyméres (Sharma
et al., 2022).

Les polysaccharides jouent un rdle crucial en assurant l'intégrité structurale et en favorisant
I'adhésion des cellules microbiennes aux surfaces (Fernandes et al., 2021; Shanmugam et al.,
2022).

Les protéines, essentielles au maintien de la structure et de la stabilité du biofilm, participent
¢galement a l'apport de nutriments et a la croissance microbienne (Sharma et al., 2022).

L'ADN extracellulaire contribue au cadre structurel du biofilm et facilite I'échange génétique
entre les cellules (Coenye, 2022).

En outre, la matrice comprend d'autres composants mineurs, dont la composition peut varier
en fonction des conditions environnementales et des microorganismes spécifiques impliqués

(Fernandes et al., 2021).

[1.2.1.2.2. Organisation

L'organisation des communautés de biofilms se caractérise par des arrangements structurels et
spatiaux complexes. Au sein de ces communautés, les bactéries forment de petits groupes
interdépendants, pouvant se comporter comme des liquides visqueux ou des structures rigides

(Buttaro, 2022).
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Les microorganismes dans les biofilms sont organisés en micro-colonies séparées par des
canaux aqueux, formant un réseau de circulation sophistiqué crucial pour le transport de
l'oxygene et des nutriments vers les zones plus profondes du biofilm et I'évacuation des déchets.
La matrice extracellulaire joue un réle central dans cette organisation dynamique, interagissant
pour stabiliser la structure, acquérir des nutriments et protéger la communauté microbienne
(Bohning et al., 2024; Flemming et al., 2023).

Cette matrice n'est pas statique; elle évolue dans l'espace et le temps, permettant la formation
de diverses structures telles que des films, des crétes et des colonnes en réponse aux conditions
environnementales. L'organisation spatiale des biofilms dépend de la mobilité limitée des
cellules et de la densité élevée de la communauté, permettant aux cellules de modifier leur
microenvironnement local et de réaliser différentes réactions métaboliques selon
I'emplacement. Cette disposition spatiale est cruciale pour l'activité métabolique globale et la
survie de la communauté microbienne (Ackermann et van Vliet, 2023; Flemming ez al., 2023;
Han et al., 2023).

La formation de biofilms implique une interaction complexe de processus biologiques et
physiques, tels que la sécrétion de substances polymeres extracellulaires et la génération de
forces physiques comme les contraintes osmotiques et les interactions d'épuisement,
contribuant a l'organisation structurelle et fonctionnelle du biofilm (Wong et al., 2023).

De plus, les biofilms sont des environnements complexes et hétérogenes, caractérisés par des
variations spatiales de la disponibilité¢ des nutriments, de 1'oxygéne et des niveaux de pH. Ces
variations influencent significativement les comportements physiologiques et métaboliques des
communautés microbiennes. Les régions centrales des agrégats bactériens sont souvent
anaérobies et pauvres en nutriments, principalement en raison de la diffusion limitée de

'oxygene et des nutriments de la périphérie vers le cceur (Basaran et al., 2022).

[1.2.1.3. Différents types de biofilms
Les types de biofilms peuvent étre classés de mani¢re générale en fonction de leur

environnement, de leur composition microbienne et de la nature des surfaces qu’ils colonisent.

Le biofilm médical : est connu pour se former sur les implants médicaux et dans les tissus
humains, contribuant ainsi aux infections chroniques et a la résistance aux antibiotiques (Joshi

et al., 2023).

Le biofilm industriel : joue un role important dans les stations de traitement des eaux usées,
ou ils facilitent la dégradation de la matiere organique dans les filtres a ruissellement (Aransiola

etal., 2022).
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Le biofilm marin : qui se forment sur les coques des navires, constituent une source de

préoccupation majeure en raison de 1I’encrassement biologique (Papadatou et al., 2021).

En agriculture : les biofilms jouent un réle crucial dans la promotion de la croissance des

plantes en colonisant le sol, les racines et les pousses, améliorant ainsi la fertilit¢ du sol et la

productivité des cultures (Kour et al., 2020).

I1.3. Les facteurs favorisant la formation d’un biofilm

La formation de biofilms résulte d'un processus complexe soumis a divers facteurs tels que les
conditions environnementales, les espéces microbiennes et les propriétés de surface (Gemba et
al., 2022; Silva et al., 2022).

Les facteurs environnementaux : incluant le pH, la température, I'osmolarité et les ions de fer

ferreux, peuvent influencer la formation de biofilms (Ponomareva et al., 2018; Silva et al.,
2022).

La disponibilité de certains nutriments : particulicrement le glucose et le sel, impacte

significativement la production de biofilms (Bialucha et al., 2020; Silva et al., 2022).

La présence d’ions spécifiques : comme le Ca2" et les ions de fer favorise la formation de

biofilms en modifiant la charge de surface cellulaire et en facilitant le pontage cationique,
augmentant ainsi la biomasse du biofilm malgré une régulation négative de la production de
substances polymeres extracellulaires par cellule (Xiong ef al., 2022).

Les propriétés de surface : en particulier la rugosité et le type de matériau, jouent un role clé.

Les surfaces rugueuses et les matériaux comme le polyéthylene basse densité favorisent des
biofilms plus denses que les surfaces lisses et des matériaux tels que le polypropyléne (Chun
et al., 2022; Rajcoomar, 2023).

Les espéces microbiennes : jouent un role fondamental, avec des capacités de formation de

biofilms qui varient d'une bactérie a l'autre (Schiopu et al., 2023; Syed e al., 2020).

Les conditions extérieures : incluant la lumiere, 1'oxygene disponible et le débit des fluides,

ont un impact sur le développement des biofilms. Les environnements aérobies et une faible
contrainte de cisaillement de la paroi soutiennent une formation plus robuste de biofilms (Chun

et al., 2022; Rajcoomar, 2023).

I1.4. Fonctions et roles des biofilms

I1.4.1. Protection des micro-organismes
Les biofilms sont essentiels a la protection des microorganismes en offrant un mécanisme de

défense solide contre diverses menaces environnementales et biologiques. Ces structures
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complexes de micro-organismes sont enveloppées dans une matrice polymérique
extracellulaire, qui fonctionne comme une barriére physique (Bello et al., 2023; Prakash et al.,
2023).

Cette matrice restreint la pénétration d'agents nocifs tels que les antibiotiques, les désinfectants
et les réactions immunitaires de 1'hdte, augmentant ainsi la survie des cellules microbiennes du
biofilm (Upreti et al., 2023). En plus de fournir une stabilit¢é mécanique, la matrice EPS
renforce également la résistance de la communauté microbienne en diminuant la pénétration
des agents antimicrobiens (Joshi et al., 2023).

La croissance en biofilm permet aux microorganismes de survivre dans des conditions
extrémes, comme des températures €élevées, des variations de pH, une salinité élevée, es rayons
UV et un manque de nutriments, qui seraient autrement fatales pour les cellules planctoniques
(Al-Tayawi et al., 2023; Coenye, 2022). En outre, les biofilms facilitent le transfert horizontal
de genes entre les bactéries, favorisant la propagation des génes de résistance aux antibiotiques

et contribuant ainsi a I’apparition de souches multirésistantes (Bello et al., 2023).

I1.4.2. Favoriser la cohésion et la survie des communautés microbiennes

Les substances polymeres extracellulaires jouent un rdle central dans la cohésion et 'intégrité

structurelle des biofilms en agissant comme une colle moléculaire, reliant les cellules
microbiennes entre elles et aux surfaces. Composées principalement de polysaccharides, de
protéines, d'acides nucléiques et de lipides, les EPS forment une matrice hydratée qui encapsule
la communauté microbienne (Kumar et al., 2022a; Shanmugam et al., 2022).
Les polysaccharides des EPS sont essentiels pour leurs propriétés adhésives, facilitant la
fixation des cellules aux surfaces biotiques et abiotiques et offrant une protection contre les
stress environnementaux comme la prédation, la pénurie de nutriments et les réponses
immunitaires (Lahiri et al., 2022). Ils contribuent également de maniere significative a la
cohésion du biofilm, comme l'illustre la forte corrélation entre la teneur en protéines
extracellulaires et la croissance du biofilm dans la souche XL-2 de Pseudomonas stutzeri, ou
les protéines se sont avérées plus cruciales que les polysaccharides pour la formation du biofilm
(Ding et al., 2019).

La présence d’EPS étroitement liée, notamment de protéines de tryptophane et d’acides
humiques, améliore la stabilité et I'efficacité des biofilms dans les processus d'élimination de
I'azote, soulignant I'importance de composants spécifiques des EPS pour maintenir la
fonctionnalité du biofilm dans diverses conditions environnementales (Fan et Zhou, 2023).

Ces EPS étroitement lies sont également essentielles pour la formation des biofilms,
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améliorant 1'adhésion cellulaire et la stabilité¢ du biofilm via un réseau réticulé de protéines et
de polysaccharides régulé par les voies de signalisation du diguanylate cyclique (Wang et al.,
2020). Les caractéristiques génétiques et biochimiques des EPS influencent également la
formation des biofilms et la fixation des minéraux (Breitenbach ez al., 2022). Leur role est
particuliérement évident dans I'encrassement biologique des procédés a base de membrane, ou
les EPS modifient la chimie de surface et la réactivité des membranes polyméres, améliorant
ainsi la fixation bactérienne et I'efficacité de sorption des métaux (Suganya et al., 2021).

La co-agrégation des bactéries du biofilm, essentielle au développement du biofilm, dépend
largement des EPS liées aux cellules. En conditions de stress, comme les variations de salinité,
des biomolécules spécifiques telles que les lipides et les protéines sont exprimées pour

maintenir 'intégrité du biofilm (Hede et Khandeparker, 2020).

I1.4.3. Impact sur les écosystémes et les processus industriels

Les biofilms exercent une influence significative sur les écosystemes et les activités
industrielles. Dans les environnements naturels, les biofilms sont essentiels a la circulation des
nutriments, a la productivité primaire et aux mécanismes biogéochimiques, améliorant ainsi le
bien-&tre général et la résilience de I'écosystéme (Krishnan ez al., 2023; Upreti et al., 2023).

Les bactéries formant des biofilms jouent un roéle essentiel dans le processus de
biorestauration, car elles décomposent les polluants tels que les hydrocarbures et les métaux
lourds pour protéger les écosystémes des substances toxiques et réduire la pollution de
'environnement, contribuant ainsi a la restauration des écosystemes endommagés (Patel ez al.,
2022; Savitha et al., 2022; Upreti et al., 2023). Néanmoins, les biofilms présentent des
obstacles importants en milieu industriel. Ils peuvent provoquer un encrassement biologique et
affecter les réseaux de distribution d'eau, les échangeurs de chaleur et les appareils maritimes
en créant des obstructions et en diminuant leur efficacité¢ (Rao, 2023; Shineh ez al., 2023).

Dans les centrales électriques, les biofilms jouent un réle dans la corrosion d'origine
microbiologique, ce qui entraine une détérioration des matériaux et une augmentation des
dépenses de maintenance. (Rao, 2023).

Dans les secteurs de I'alimentation et des produits laitiers, la contamination et la dégradation
provoquées par le développement de biofilms sur les machines de transformation posent des
problémes, ce qui peut entrainer des risques pour la qualité et la sécurité des produits. (Devi et
al., 2023; Khan et Ahmad, 2023).

Indépendamment de ces difficultés, les biofilms offrent des perspectives industrielles

fascinantes, en particulier dans les bioréacteurs qui facilitent la fabrication de produits
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biochimiques, de biocarburants et de produits pharmaceutiques. Leur capacité a résister aux
substances nocives et a maintenir une fonction enzymatique constante s'avere avantageuse dans

ces applications. (Premarathna et al., 2022; Rao, 2023; Shukla ez al., 2021).

IL.5. Impacts sur la santé humaine et environnementale

I1.5.1. Infections associées aux biofilms

Les infections associées aux biofilms sont un enjeu majeur en milieu clinique et vétérinaire en
raison de la complexité de leur structure et de leur résistance aux thérapies conventionnelles
(Bogadi et al., 2024; Damyanova et al., 2024).

Les biofilms en milieu médical, en particulier dans les hopitaux, jouent un réle important dans
le développement des infections nosocomiales, en particulier chez les patients utilisant des
cathéters veineux et urinaires. Ces infections peuvent entrainer de graves complications telles
que des infections du sang et des infections des voies urinaires associées au cathéter (Bouhrour
et al., 2024; Hultqvist et al., 2024).

La présence continue de biofilms dans les sites des plaies représente un défi important pour la
progression efficace des mécanismes naturels de cicatrisation. Cette persistance entrave non
seulement le taux attendu de fermeture de la plaie, mais augmente également le risque de
complications liées a des infections et a un retard de cicatrisation. (Bogadi et al., 2024).

La formation de biofilms joue un rdle clé en tant que mécanisme de virulence présent a la fois
chez les bactéries Gram positives et Gram négatives, facilitant 1'établissement d'infections
chroniques et améliorant la survie bactérienne au sein de 1'organisme hote (Damyanova et al.,
2024).

Au-dela de leur impact sur la santé¢ humaine, les biofilms exercent également une influence
sur la santé animale, compliquant les approches thérapeutiques et présentant un défi persistant
dans le contexte des infections. Cette situation affecte en fin de compte le bien-étre des animaux
de ferme, de la faune et des animaux de compagnie. (Araujo ef al., 2024). La Figure 2 illustre

cette problématique a travers 1’observation d’un biofilm bactérien persistant sur une plaie.

Figure 2: Observation d'un biofilm bactérien sur une plaie (Fromantin et al., 2017).
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I1.5.2. Roéle dans la résistance aux antibiotiques

Les biofilms ont un impact significatif sur le renforcement de la résistance aux antibiotiques
en utilisant divers mécanismes qui améliorent la capacité des bactéries a survivre et a persister.
Les défis liés a la formation de biofilms dans les environnements médicaux découlent en grande
partie de leur résistance remarquablement élevée aux substances antibactériennes (Almatroudi,
2024; Bello et al., 2023).

Le haut niveau de résistance observé est influencé par divers facteurs et est étroitement li¢ aux
conditions environnementales du biofilm. Ces conditions impliquent la composition diversifi¢e
des populations microbiennes, la présence de ressources vitales telles que les nutriments et
l'oxygéne, qui ralentissent les propriétés biologiques des microorganismes, entrainant la
formation de mécanismes de résistance distincts en plus de ceux déja établis (Gedas et
Olszewska, 2020; Machineni, 2020; Shree et al., 2023).

La présence de variations génétiques dans les biofilms est un facteur clé de 1'augmentation de
la résistance, entravant le succes du traitement des infections liées aux biofilms par les méthodes
antimicrobiennes traditionnelles (Plusa, 2019).

De plus, le systéme de détection du quorum (QS) joue également un réle déterminant dans la
régulation de l'expression des geénes en réaction a la densité des populations microbiennes,
influencant ainsi la résistance (Plusa, 2019).

Ces conditions de vie spécifiques aux biofilms facilitent le développement et 1'endurance de
ces bactéries résilientes, ce qui constitue des obstacles importants au traitement des infections

liées aux biofilms.

I1.5.3. Conséquences sur les systémes naturels et artificiels

Dans le contexte des écosystemes naturels, les biofilms sont essentiels au cycle des nutriments,
a la biorestauration, a la stabilisation des racines des plantes et a la promotion de la santé des
écosystémes grace a la création d'habitats adaptés a diverses populations microbiennes et a la
facilitation des échanges génétiques, qui peuvent inclure des geénes liés a la résistance aux
antibiotiques (Bello et al., 2023; Khan et Ahmad, 2023; Upreti et al., 2023). De plus, leur
présence généralisée, leur comportement stationnaire et leur capacité d'adaptation rapide aux
modifications de I'environnement en font de précieux indicateurs du bien-étre des écosystémes
(Rao, 2023).

Dans le contexte des écosystemes, les biofilms artificiels entrainent des répercussions

considérables dans divers domaines.
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En milieu médical, ils représentent une menace majeure en colonisant les dispositifs médicaux
et en provoquant des infections chroniques (Cappelli et al., 2007; Werneburg et al., 2023).

Dans les systémes industriels, les biofilms causent des problémes d'encrassement biologique
et de biocorrosion, notamment dans les réseaux d'eau potable et d'eau de chauffage, ou ils
peuvent résister aux désinfectants et dégrader les matériaux (Lopes et al., 2009).

Les biofilms présents dans les réseaux d'eau artificiels abritent des microorganismes
pathogeénes, posant un risque sanitaire en servant de réservoirs pour ces agents et en
contaminant potentiellement les réserves d'eau (Wingender, 2011).

Dans les contextes environnementaux, les biofilms dans les systémes de recharge des eaux
souterraines peuvent obstruer les milieux poreux, réduisant significativement la conductivité
hydraulique et impactant les pratiques de gestion de I'eau (Wang et al., 2023b).

La formation de biofilms dans les matériaux poreux, tels que le sol et les filtres industriels,
peut entrainer un colmatage rapide, perturbant ainsi le flux et l'efficacité opérationnelle

(Drescher et al., 2013).

I1.6. Stratégies de prévention et de traitement des biofilms

I1.6.1. Approches chimiques et physiques

Un éventail de méthodes, y compris des approches chimiques, ont ét¢ examinées pour
déterminer leur capacité a inhiber et a gérer le développement du biofilm (Srinivasan ef al.,
2021).

Parmi les stratégies chimiques, citons l'application de revétements antibactériens et la
modification de la surface des biomatériaux. Ces méthodes visent a empécher la fixation
bactérienne et l'établissement de biofilms en modifiant les caractéristiques physiques et
chimiques de la surface du matériau de I'implant (Li et al., 2023).

Les monocouches auto-assemblées constituent aussi une approche chimique viable et
prometteuse. Cette méthode implique la fixation de composants antibactériens, tels que des
antibiotiques a petites molécules, des nanoparticules, des peptides ou des polymeres, sur des
surfaces. L'objectif est d'inhiber le développement de biofilms sans libérer ces agents dans
I'environnement (Lundin et al., 2022).

De plus, de nouvelles entités biochimiques, notamment des huiles essentielles, des enzymes
et des biosurfactants, ont démontré leur potentiel d'empécher le développement du biofilm a
différents stades du processus, remplagant ainsi de manicre slire et écologique les traitements

chimiques conventionnels (Zhu et al., 2022).
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Les méthodes physiques, quant a elles, impliquent l'utilisation de la chaleur, de la lumiére, du
son et de I'énergie électromagnétique pour perturber les biofilms. Bien que ces approches
fassent actuellement 1'objet de recherches, elles présentent des pistes prometteuses pour atténuer
la morbidité et I'impact économique liés aux infections liées aux biofilms (Ciarolla et al.,
2022).

Plusieurs approches, notamment I'énergie ultrasonique, les champs ¢électriques ou
magnétiques, le plasma et l'irradiation, se sont révélées avoir des propriétés microbiocides
efficaces, se révélant prometteuses en tant qu'outils a des fins antimicrobiennes sans utiliser
d'agents biocides (Liu et al., 2022).

Les modifications de surface telles que le dépot chimique en phase vapeur, le dépot physique
en phase vapeur, le sol-gel et le dépdt par couche atomique ont la capacité de diminuer
l'attachement des bactéries en modifiant la structure de surface et la composition chimique. Cela
conduit a une biocompatibilité et a une résistance a la corrosion améliorée, ainsi qu'a une

diminution de l'adhérence des biofilms. (Lison et al., 2022).

11.6.2. Développement de matériaux anti-biofilm

La mise au point de matériaux congus pour lutter contre la formation de biofilms est un
domaine d'étude essentiel, étant donné le risque considérable que présentent les biofilms pour
la santé humaine et les opérations industrielles. (Banerjee et al., 2023).

De multiples techniques ont été explorées, telles que l'inclusion de polypeptides avec des
groupes sulfonium connectés a des surfaces en silicone. Ces matériaux présentent de fortes
caractéristiques antibactériennes et anti-biofilms, ainsi qu'une compatibilité avec le sang et les
tissus vivants, ce qui les rend appropriés pour des utilisations médicales et des installations de
purification de I'eau (Ma et al., 2023).

Une autre stratégie potentielle consiste a utiliser des nanoparticules de CuzO sur des surfaces
souples telles que le polyester, le nylon et le polyéthyléne afin d'améliorer les propriétés
hydrofuges des surfaces et de produire des especes réactives de 1'oxygene qui peuvent empécher
a la fois les formes flottantes et les biofilms de bactéries résistantes aux médicaments (Gupta
etal., 2022).

En outre, le développement d'examens fiables pour évaluer les caractéristiques anti-biofilm
initiales des matériaux, tels que l'intégration d'éléments antibactériens a base de métaux comme
points de référence, offre une méthode standardisée pour évaluer les matériaux d'implant

innovants (Vanheuverzwijn et al., 2023).
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Les revétements flexibles dépourvus de nanoparticules, par exemple ceux qui incorporent de
l'acide lithocholique, de la pyrithione de zinc et du cinnamaldéhyde, ont montré un potentiel
significatif d'inhibition de l'adhésion bactérienne et du développement de biofilms sur
différentes surfaces des dispositifs d'alimentation en eau en utilisant des actions bactéricides et
bactériostatiques synergiques. (Samuel et al., 2022).

De plus, il a été démontré que 1'utilisation d'exopolysaccharides en tant qu'agents antiadhésifs
non toxiques respectueux de I'environnement réduit efficacement la formation de biofilms en
modifiant les interactions physico-chimiques entre les bactéries et les surfaces (Champion et
al., 2022).

Des revétements nanostructurés a base de magnétite, modifiés avec du chitosane et du
lysozyme, ont été créés. Ces revétements démontrent leur capacité a empécher l'adhésion et la
formation de biofilms par les bactéries Gram négatives et Gram positives. De plus, ils

améliorent la compatibilité avec les cellules humaines. (Spirescu et al., 2021).

I1.6.3. Thérapies antimicrobiennes ciblant les biofilms

Les traitements antimicrobiens axés sur les biofilms sont devenus un domaine d'étude crucial
en raison des obstacles considérables posés par les infections associées aux biofilms, connus
pour leur résistance aux antibiotiques traditionnels (Mishra et al., 2023; Nadar et al., 2022).

De nouvelles approches sont a I'étude pour surmonter ces obstacles, telles que 1'utilisation de
nanoparticules et de systémes d'administration de médicaments basés sur la nanotechnologie,
qui ont montré un potentiel pour cibler spécifiquement les biofilms (Al-Saady ez al., 2006;
Reddy et al., 2022). L'utilisation de nanoparticules d'argent pour améliorer le traitement des
plaies persistantes en ciblant précisément les formations de biofilms en est un bon exemple
(Reddy et al., 2022).

De plus, des recherches sont en cours sur les inhibiteurs de détection du quorum qui visent a
interférer avec les voies de communication cruciales pour I'établissement et la maintenance des
biofilms. Cette stratégie devrait améliorer l'efficacité des antibiotiques (Abdelhamid et
Yousef, 2023; Chen et al., 2023Db).

Des techniques de conception de médicaments assistées par ordinateur et de criblage a haut
débit sont actuellement utilisées dans le but de découvrir de nouveaux peptides antimicrobiens
et de petits composés présentant des capacités de ciblage spécifiques contre les bactéries qui

forment des biofilms (Chakravarty et al., 2023; Zhang et al., 2022a).
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En outre, des études sont en cours sur l'efficacité¢ des extraits de plantes, des peptides, des
enzymes, des antibiotiques et des bio-surfactants pour perturber les biofilms et améliorer le
traitement antimicrobien (Asma et al., 2022).

L'utilisation de nanoparticules sensibles au pH, telles que des nanoparticules groupées
chargées de curcumine, a permis d'améliorer la pénétration du biofilm et d'améliorer
l'antibiothérapie en inhibant la détection du quorum et en régulant la baisse des genes liés a la

pompe a efflux (Chen et al., 2023b).

I1.7. Applications industrielles et biotechnologiques des biofilms

I1.7.1. Bioremédiation

Les biofilms sont trés prometteurs pour la biorestauration en raison de leurs caractéristiques
structurales et opérationnelles distinctes. Ces communautés de micro-organismes, dotées d'une
structure tridimensionnelle résiliente, fournissent une défense contre les pressions
environnementales et contribuent a la dégradation des contaminants. Les biofilms sont
particuliérement efficaces pour assainir les eaux usées et les milieux pollués, car ils ont la
capacité de désintégrer, d'absorber et d'immobiliser un large éventail de polluants, notamment
des métaux lourds, des hydrocarbures et diverses substances toxiques (Regenberg et al., 2016;
Salsabila et Rosariastuti, 2024; Singh et al., 2022; Verma et al., 2023).

La caractéristique avantageuse des biofilms est leur densité cellulaire élevée, qui permet
I'élimination efficace des nutriments biologiques lors du traitement des eaux usées (Sharma et
Dhiman, 2023). De plus, les biofilms peuvent étre améliorés dans les bioréacteurs afin
d'optimiser les conditions de croissance microbienne et la dégradation des polluants, améliorant
ainsi leur efficacité en matieére de biorestauration. Ces biofilms sont également utilisés dans
diverses méthodes de biorestauration telles que la bioventilation, le biospargeage et les barrieres
réactives permeéables pour l'assainissement des sols et des eaux souterraines contaminés (Saeed
etal., 2023).

La présence de substances polymeres extracellulaires dans les biofilms est cruciale pour la
rétention des polluants, car la charge négative de I'EPS favorise la fixation efficace des
contaminants chargés positivement (Nandan et al., 2023). Les biofilms sont utilisés non
seulement pour 1'élimination des métaux lourds, mais également pour lutter contre divers
polluants tels que l'amiante, les processus microbiens décomposant les fibres d'amiante et
diminuant leur réactivité¢ (Blanchon et al., 2024). De plus, 1'adaptabilité des biofilms a se
développer dans diverses conditions environnementales, méme extrémes, renforce leur utilité

pour l'assainissement de 1'environnement (Krishnan et al., 2023).
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Les caractéristiques ¢€lectroactives de certains biofilms facilitent la transmission externe des
électrons, un processus crucial pour 1'élimination des ions métalliques et d'autres polluants

persistants par biorestauration (Jasu et Ray, 2021).

I1.7.2. Applications en génie des procédés

Les biofilms sont indispensables en génie des procédés avec un large éventail d'applications.
Leur nature robuste et stable permet un traitement en continu, ce qui est particuliérement
avantageux pour la production de produits chimiques de plateforme et d'énergie a partir de
sources durables (Weiler et al., 2024).

En milieu industriel, les biofilms sont appréciés pour leur résistance aux substances toxiques,
leur facilité de séparation des liquides et leur activité enzymatique durable, ce qui les rend
idéaux pour la biocatalyse continue (Shukla ez al., 2021). Ils sont utilisés dans les réacteurs a
biofilm pour améliorer 1'efficacité de la production de divers composés précieux tels que les
antibiotiques, les enzymes, le bioéthanol, les acides organiques et le biohydrogene, grace a leur
densité de biomasse plus €levée et a leur stabilité opérationnelle (Azevedo et al., 2023).

De plus, les biofilms sont congus pour générer des biofertilisants, des produits
pharmaceutiques, des biocarburants et de 1'¢lectricité en exploitant les produits biochimiques
libérés par les biofilms pour restaurer les écosystemes et promouvoir la durabilité
(Premarathna et al., 2022).

Dans les systémes bioé¢lectrochimiques, les biofilms électrochimiquement actifs sont
essentiels a I'oxydation de la matiére organique et a la gestion du transfert d'électrons, les
modifications génétiques améliorant leurs performances (Reshmy et al., 2020).

La capacité de prévoir et de réguler les communautés microbiennes au sein des biofilms a
permis de progresser dans la production de biogaz et de mieux comprendre le role des biofilms
dans les systemes de traitement des eaux usées (Machineni et Pawar, 2019).

L'utilisation des biofilms en tant qu'usines de cellules industrielles pour la production durable
de biocarburants, d'acides organiques, de vitamines, d'acides aminés, de bioplastiques et

d'enzymes souligne encore leur importance dans l'ingénierie des procédés. (Govil et al., 2022).

I1.7.3. Utilisation dans les biocapteurs et les bioréacteurs

Les biofilms sont d'une grande importance dans les domaines des biocapteurs et des
bioréacteurs, démontrant une utilité significative dans les deux domaines.

Dans les biocapteurs, les biofilms sont trés appréciés pour leur capacité a identifier rapidement
et de maniere fiable les produits chimiques, en raison de leur présence généralisée, de leurs

caractéristiques stationnaires et de leur courte durée de vie, ce qui leur permet de s'adapter
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rapidement aux fluctuations de l'environnement (Yadav et Sanyal, 2019). La présence de
biofilms métalliques sur les surfaces industrielles en est une illustration. Ils peuvent servir
d'indicateurs du bien-étre écologique en établissant des cellules de corrosion localisées
détectables par diverses techniques (Rao, 2023).

Dans le domaine des bioréacteurs, les biofilms présentent une résilience accrue aux conditions
environnementales difficiles et aux substances nocives, ce qui les rend parfaitement adaptés au
traitement de 1'eau et des eaux usées. Divers systémes tels que les réacteurs a biofilm a lit mobile
et les réacteurs aérobies a boues granulaires illustrent cette efficacité (Krishnan et al., 2023).
Plus précisément, les bioréacteurs a biofilm s'avérent efficaces pour éliminer les composés
pharmaceutiques actifs des eaux usées, l'efficacité remarquable étant démontrée par les
bioréacteurs a lit fluidisé et les bioréacteurs rotatifs pour traiter les persistants (Alkarim et al.,
2023).

L'utilisation de biofilms dans les bioréacteurs de l'industrie de la transformation des aliments
permet de mieux comprendre les mécanismes de formation des biofilms et de créer des
revétements antimicrobiens pour diminuer l'adhérence bactérienne sur les surfaces des
équipements (Prabhukhot ez al., 2023). En outre, l'application de bioréacteurs a flux continu
dotés de capteurs intégrés, tels que des capteurs d'impédance, a été utilisée pour surveiller la
croissance du biofilm sur des matériaux techniques, fournissant des informations vitales pour
les réseaux d'alimentation en eau et diverses utilisations industrielles (Wolf-Baca et al., 2022).

En résumé, l'intégration de biofilms dans des biocapteurs et des bioréacteurs présente de
nouvelles solutions pour la surveillance environnementale, les procédures industrielles et le

progres durable.
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Chapitre III : Le Quorum Sensing

I11.1. Définition du Quorum Sensing

Dans le passé, les cellules bactériennes étaient considérées comme des entités vivantes
autonomes, munies de mécanismes internes de régulation pour gérer leurs processus
métaboliques et leur multiplication (Azimi ef al.,, 2020; De Kievit et Iglewski, 2000).
Cependant, au cours des dernicres cinq décennies, cette conception a €té contestée, et il est
maintenant bien établi que les cellules bactériennes produisent et détectent de petites molécules
de signalisation pour interagir les unes avec les autres, via un processus connu sous le nom de
quorum sensing (QS) (Moreno-Gamez et al., 2023; Whiteley et al., 2017).

Le quorum sensing est un mécanisme utilis¢ a la fois a l'intérieur et entre les especes
bactériennes. Il est bas¢ sur la sécrétion de petites molécules contenant des informations
sémiochimiques appelées autoinducteurs pendant la croissance bactérienne. Lorsque la
concentration d'autoinducteurs dans le milieu atteint un seuil critique, ces molécules pénétrent
a l'intérieur de la cellule et interagissent avec des régulateurs transcriptionnels spécifiques. Ces
interactions induisent alors I'expression de geénes particuliers en réponse a la concentration
¢levée de l'autoinducteur correspondant (Czajkowski et Jafra, 2009; Kumar et Rawat, 2020;
Schulz, 2014; Waters et Bassler, 2005).

Récemment, des études ont révélé que ce mécanisme de régulation global semble jouer un role
a différents stades de la croissance bactérienne et pendant les périodes de stress (Handa et al.,

2023; Sedarat et Taylor-Robinson, 2023).

I11.2. Notions sur les autoinducteurs

Les autoinducteurs sont de petites molécules de signal chimique, diffusibles et synthétisées
par les bactéries dotées d'un systeme de régulation de type QS. Leur concentration dans
'environnement externe augmente proportionnellement a la densité cellulaire (Sedarat et
Taylor-Robinson, 2023). Lorsque la concentration seuil des autoinducteurs est atteinte, elle est
détectée par les bactéries comme un signal, déclenchant ainsi 1'expression de certains genes et,
par conséquent, de certains phénotypes ou comportements bactériens (Bhunia et al., 2022;
Rolland ez al., 2016). Ce systeme signal-réponse permet aux bactéries de coordonner leur
comportement et d'adopter des comportements collectifs, semblables a ceux des organismes
multicellulaires (Handa et al., 2023; Koley et al., 2023; Singh et al., 2024b).

Les autoinducteurs impliqués dans le quorum sensing présentent différentes stabilités et

solubilités. Ils sont détectés par des récepteurs spécifiques qui sont interconnectés (Cornforth
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et al., 2014). Ces autoinducteurs sont classés en trois types selon leurs voies de synthese, a
savoir I'Autoinducteur-1 (Al-1), I'Autoinducteur-2 (AI-2) et les Peptides Autoinducteurs (AIPs)
(Liu et al., 2018; Williams, 2007), et ils sont spécifiques au type de Gram des bactéries ainsi

qu'a chaque espece.

I11.3. Importance du Quorum Sensing dans le régne microbien

Le QS est a I’origine de 1'expression de divers types de génes qui orchestrent la production
d'une gamme étendue de facteurs extracellulaires. Ces molécules, libérées par les cellules,
remplissent des roles variés, tels que 1’émission de la bioluminescence, la régulation de la
sporulation, la compétence, la synthése d'antibiotiques, la sécrétion de facteurs de virulence,
ainsi que la production de pigments (Rutherford et Bassler, 2012; Stoutland et al., 2024). De
plus, ces processus incluent des activités telles que la détection et I'assimilation de nutriments,
la suppression de la réponse immunitaire, la promotion de la formation de biofilms, et la
facilitation de la motilité¢ (Franco et al., 2021; Kodaparthi et Bastipati, 2023; Whiteley ez
al., 2017). Ces facteurs conférent un avantage adaptatif a la population bactérienne locale en
lui permettant de s'adapter et de survivre dans des environnements changeants et

potentiellement hostiles.

I11.4. Mécanismes du Quorum Sensing chez les bactéries

Le QS est un phénomene présent a la fois chez les bactéries Gram négatif et positif (Koley e?
al., 2023; Stoutland ef al., 2024). Chez les bactéries Gram négatif, il implique la libération de
petites molécules dérivées d'acides gras, tandis que chez les bactéries Gram positif, il est basé
sur la production de dérivés peptidiques (Jana ef al., 2024; LaSarre et Federle, 2013; Sedarat
et Taylor-Robinson, 2023).

Dans le contexte des bactéries Gram négatif, en plus des dérivés d'acides gras, certains
dipeptides tels que les dicétopipérazines (Papenfort et Bassler, 2016) et les quinolones (Park
etal.,2022; Sedarat et Taylor-Robinson, 2023; Xia ez al., 2024) ont été identifiés comme des
molécules de signalisation du QS. Une autre classe de molécules de signalisation,
I'AutoInducteur-2, est détectée a la fois chez les bactéries Gram négatif et positif (Pereira et
al., 2013; Szamosvari et al., 2019; Zsila et al., 2021).

Malgré des différences dans les composants régulateurs et les mécanismes moléculaires, tous
les systemes QS connus dépendent de trois principes de base: 'autoinducteur, une synthase et

un récepteur protéique (Giannakara et Koumandou, 2021).
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L'autoinducteur constitue la molécule de signalisation produite par les bactéries pour établir
une communication avec d'autres cellules. La synthase désigne l'enzyme chargée de la
production de I'autoinducteur, tandis que le récepteur protéique représente la structure cellulaire
chargée de détecter I'autoinducteur et de déclencher les réponses cellulaires appropriées. Ce
processus de communication cellulaire permet aux bactéries de coordonner des actions

collectives (Abisado et al., 2018; Sifri, 2008; Windsor, 2020)

I11.4.1. Chez les bactéries a Gram négatif

Le systéme de quorum sensing, initialement décrit chez Vibrio fischeri et fondé sur I'émission
de bioluminescence, est considéré comme le modele paradigmatique du QS chez la plupart des
bactéries Gram négatif (Alfinito ef al., 2023; Nealson et Hastings, 1979). Le mécanisme du
QS le plus ¢élucidé concerne les bactéries Gram négatif, impliquant la production et la réponse
a de petites molécules inductrices appartenant a la famille des acyl-homosérine lactones (AHLs)
(Koley et al., 2023).

Les AHLs sont synthétisées par une protéine homologue de LuxI et sont libérées des cellules
soit par simple diffusion pour les courtes chaines d'AHLs, soit par transport actif pour les
longues chaines (Dong et al., 2020; Liao et al., 2018; Mu et al., 2022; Zhu et al., 2019). Une
fois leur concentration critique atteinte, les AHLs pénétrent dans les cellules et se lient a un
récepteur homologue de LuxR (Mion et al., 2019).

Le complexe AHL-LuxR active alors la transcription de genes spécifiques (Papenfort et
Bassler, 2016). Certains auteurs suggerent qu'il existe une forte spécificité entre les récepteurs
et leurs AHLs correspondantes (Cai et Zhang, 2024; Lau et al., 2020; Rémy et al., 2018).

En l'absence d'AHL, le récepteur de type LuxR subit une dégradation rapide. A l'inverse, la
liaison de 'AHL au récepteur stabilise ce dernier contre la protéolyse (Dobretsov et al., 2009;
Zhu et Winans, 2001).

Outre les acyl-homosérine lactones, d'autres molécules jouent un role dans le QS des bactéries
a Gram négatif. Ces molécules sont spécifiques a chaque espece bactérienne. Parmi elles, on
trouve le facteur de signalisation diffusible, un acide gras insaturé, utilisé par des bactéries telles
que Xanthomonas spp., Burkholderia spp. et Xylella spp. Les cétones, telles que le cholerae
autoinducer-1 (CAI-1) et le /legionella autoinducer-1 (LAI-1), utilisées par des bactéries des
genres Vibrio spp. et Legionella spp.. et 'épinéphrine et ses dérivés, utilisés par des bactéries

entérohémorragiques (Rémy et al., 2018).
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I11.4.2. Chez les bactéries a Gram positif

La nature des molécules de signalisation utilisées dans les systémes de quorum sensing chez
les bactéries Gram positif differe de celle des organismes a Gram négatif. En effet, les systemes
de QS chez les bactéries Gram positives font généralement appel a des signaux a base de
peptides qui ne diffusent pas a travers la membrane et qui ont subi des modifications post-
traductionnelles (Bhatt, 2018; Kumaraswami ef al., 2023; Milly et Tal-Gan, 2023; Pattnaik,
2023).

Le signal peptidique est produit par une protéine précurseur et est excrété hors de la cellule
par des systémes d'exportation dédiés, ainsi que par des systeémes de détection localisés sur la
membrane, voire dans certains cas, par des importateurs dédiés et des capteurs intracellulaires
(Rutherford et Bassler, 2012; Waters et Bassler, 2005). Lorsque sa concentration
extracellulaire atteint un seuil minimal de stimulation, le signal peptidique est détecté par deux
composants membranaires, les histidine kinases, qui agissent en tant que récepteurs, ainsi que
par un régulateur de réponse cytoplasmique apparenté, auquel l'activation est transmise via la
phosphorylation (Prabhu et al., 2019; Prazdnova et al., 2022; Sedarat et Taylor-Robinson,
2023).

II1.5. Mécanismes du Quorum Sensing dans les populations fongiques

La détection du quorum chez les souches fongiques est un mécanisme de communication
complexe qui régule divers comportements physiologiques en réponse a la densité de
population. Contrairement aux bactéries, les champignons utilisent des molécules et des voies
uniques pour le QS (Franco et al., 2021). L’une des principales molécules de QS chez les
champignons est 1’oxylipine, un composé lipoxygénase dérivé de I’acide arachidonique, qui
régulent le développement sexuel et asexué, la morphologie, la formation de biofilms, la
virulence et le métabolisme secondaire (Liu ef al., 2023a).

Chez Aspergillus ochraceus, les oxylipines comme les hydroxyoctadécadiénoiques et les
prostaglandines servent de molécules QS pour controler le développement fongique via la
signalisation de la protéine G (Gao ef al., 2023a).

Chez Candida spp., des signaux QS tels que le farnésol et le tyrosol régulent la transition
levure-hyphe, essentielle a la pathogénicité et a la formation de biofilms (Zawrotniak ez al.,
2019).

Chez Saccharomyces cerevisiae, la mécano-détection du quorum implique 1'adhésine FLO11

et la kinase transmembranaire SLN1, qui régulent 1'expression génique en réponse a la densité
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cellulaire, résolvant ainsi les conflits de croissance dans les populations fongiques denses
(Garcia-Navarrete et al., 2022).

Les champignons phytopathogenes tels que Fusarium culmorum et Cochliobolus sativus
utilisent des composés organiques volatils comme QS, influencant la croissance mycélienne en
situation de surpopulation (De Clerck et al., 2022).

Les facteurs environnementaux, tels que la présence de métaux, peut moduler 'activité du QS
en l'inhibant ou en la stimulant, selon la concentration et le systéme QS spécifique impliqué

(Torres et al., 2023).

I11.6. Mécanismes du Quorum Sensing chez les virus

La détection du QS est un mécanisme de communication bien établi chez les bactéries. En
revanche, le concept de QS chez les virus est moins étudié et constitue un domaine de recherche
en pleine expansion.

Bien que les virus n'exhibent pas de QS au sens traditionnel, leur communication revét une
complexit¢ multiforme qui influence de maniére significative le comportement viral et la
dynamique des infections. Les virus emploient divers mécanismes pour interagir entre eux et
avec leur environnement hote. Un exemple notable est le systéme d'arbitrage des phages du
groupe SPbeta, ou un peptide de communication a petites molécules aide a coordonner la
décision entre les cycles lytique et lysogénique en fonction de sa concentration dans
'environnement (Bernard et al., 2021). Ce mécanisme permet aux phages de "communiquer"
avec leurs prédécesseurs pour déterminer la meilleure stratégie de survie et de propagation
(Erez et al., 2017).

Le principe d’exclusion compétitive illustre également comment différents virus en
compétition au sein d’un méme hdte peuvent conduire a la domination d’un variant, influencé
par les interactions entre hotes, affectant ainsi le parcours évolutif et la propagation du virus
(Lopez-Pedrares et al., 2023).

De plus, les interactions entre les virus et les cellules hotes, ainsi que la propagation de
l'infection, sont modulées par la communication entre les cellules infectées et leurs voisines.
Par exemple, l'infection par le cytomégalovirus humain prépare les cellules adjacentes a des
infections futures en modifiant leurs réponses immunitaires et leur matrice extracellulaire,

facilitant ainsi la propagation virale (Song et al., 2023).
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I11.7. Les différents types des molécules inductrices du Quorum Sensing

Plusieurs systémes de régulation de type quorum sensing ont été identifiés jusqu'a présent,
impliquant diverses molécules signalétiques. Parmi ceux-ci, les plus connus sont les acyl
homosérine lactones, observés principalement chez les bactéries Gram négatif (Garcia-Aljaro
et al., 2012; Kumar et al., 2022c; Portillo et al., 2023), ainsi que la signalisation a base de
peptides, observée chez de nombreuses especes Gram positif (LaSarre et Federle, 2013; Mion
et al., 2019).

Cependant, un troisiéme systéme de signalisation, connu sous le nom de systeéme Al-2, a été
découvert chez les deux types de bactéries, Gram négatif et positif (Parsek et Greenberg,
2005; Pereira et al., 2013). De plus, un autre type de signal, nommé Al-3, a ét¢ décrit chez les
bactéries pathogenes entériques telles que Escherichia coli et Salmonella typhimurium

(Kendall ez al., 2007; LaSarre et Federle, 2013).

IIL.7.1. Acyl Homosérine Lactones (AHLs)

D'importants efforts ont été entrepris par des équipes de microbiologistes et de chimistes pour
caractériser la nature des signaux chimiques impliqués dans le quorum sensing. Ces recherches
ont mis en évidence l'importance des homosérines lactones dans ces échanges (Eberhard et
al., 1981). Synthétisées par des protéines synthases, qui appartiennent a la famille des protéines
de type LuxI (Dong et al., 2020; Mu et al., 2022), les AHLs sont de petites molécules chimiques
présentant une structure caractéristique conservée, composée d'un noyau de cycle d'homosérine
lactone substitué en position o par une chaine d'acyle dérivée d'acide gras (Blancas et Conrad,
2022; Sikdar et al., 2024).

La longueur de cette chaine varie entre 4 et 18 atomes de carbone, et son degré d'insaturation
ainsi que 1'état d'oxydation du carbone en position 3 peuvent également varier, pouvant étre non
substitué ou substitué par un groupement hydroxyle ou carbonyle (Cha ef al., 1998; Patel ef
al.,2016; Rajput et al., 2016). Ces différences semblent jouer un role crucial dans la spécificité
de la signalisation (Sikdar et al., 2024).

Un autre niveau de différence dans la structure des AHLs réside dans le degré d'activité des
isomeres. En effet, certains isomeres d'AHLs sont plus ou moins actifs que d'autres. Des études
ont montré que l'isomere (D) de la 3-oxo-C6-HSL était 60 fois moins actif que l'isomere (L)
(Churchill et Herman, 2008; McClean ef al, 1997). La Figure 3 présente un modele
schématique de la biosynthése et de la transduction du signal AHL au sein d’une cellule
bactérienne a Gram négatif, illustrant les étapes clés de ce mécanisme de communication

moléculaire.
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Figure 3: Mod¢le schématique de la biosynthése et de la transduction du signal AHL au sein
d'une cellule bactérienne a Gram négatif (Daniels et al., 2004).

Cel wall and membrane

I11.7.2. Peptides (AIPs)

La découverte de peptides naturels dotés de structures macrocycliques uniques représente un
courant majeur dans la recherche, étant donné que ces peptides présentent un large spectre de
bioactivité (Morrison, 2018; Vinogradov ef al., 2019).

La signalisation de type QS via des oligopeptides est généralement observée chez les bactéries
Gram positives. Ce systéme régule une variété de processus en réponse a l'augmentation de la
densité cellulaire (Ziemichéd et Skotarczak, 2017). Les peptides autoinducteurs sont produits
de maniére ribosomale et se caractérisent par une diversité de taille (5 a 17 acides aminés) et de
structures, qu'elles soient linéaires ou cycliques (Okada et al., 2005; Thoendel et al., 2011).

Les peptides extracellulaires établissent des interactions avec des kinases sensorielles
membranaires qui transmettent un signal a travers la membrane cellulaire (Alvarez et
Georgellis, 2022). Dans certains cas, le transport des AIPs a 1'intérieur de la cellule est facilité
par des perméases d'oligopeptides, suivies par une liaison avec des récepteurs intracellulaires
(Bareia et al., 2023) . Les kinases sensorielles subissent I'autophosphorylation sur des résidus
d'histidine conservés lorsqu'ils sont liés par les AIPs. Le groupe phosphate est ensuite transféré
de l'histidine a un résidu d'aspartate conservé sur une protéine régulatrice de réponse
cytoplasmique homologue. La protéine régulatrice de réponse phosphorylée contrdle alors
I'expression des genes cibles de la signalisation quorum (Alvarez et Georgellis, 2022;

Straughn et al., 2020; Teran-Melo et al., 2019).
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La signalisation quorum a base de peptides a été¢ examinée chez Staphylococcus aureus, ou les
génes Agr jouent un role dans la régulation du systéeme de communication cellulaire. Ce
systeme Agr est conservé de manicre évolutive chez les bactéries Gram positives, comprenant
notamment Lactobacillus plantarum, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Clostridium difficile, Listeria monocytogenes et Enterococcus faecalis (LaSarre et Federle,
2013; Wuster et Babu, 2008).

Outre l'induction des geénes de régulation, de nombreux autres geénes sont activés
transcriptionnellement par le systéme de signalisation quorum, notamment ceux codant pour la
production de bactériocines, le développement de la compétence, ainsi que ceux impliqués dans

la modification des peptides autoinducteurs (Garcia-Curiel ef al., 2021; Tan et al., 2020).
II1.7.3. Autres signaux
II1.7.3.1. Autoinducteurs-2 (AI-2)

Les AHLs et les peptides sont les deux principales molécules de signalisation de la
communication QS utilisées respectivement par les bactéries Gram négatif et Gram positif dans
la communication intraespéce (interspécifique). Un troisiéme signal de communication inter-
bactérienne, aussi bien connu que les AHLSs et les peptides, a récemment été identifié. Il s'agit
de I'AI-2, considéré comme le signal universel de la communication inter-bactérienne (Sedarat
et Taylor-Robinson, 2023; Shekarappa et al., 2022), car il a été identifi¢ chez les bactéries
tant Gram négatif que positif.

L'AI2, un furanosyl-borate diester, est synthétisé par le produit du géne luxS, largement
conservé chez les bactéries Gram négatif et positif (Gao et al., 2024; Gao et al., 2023b). LuxS
(S-ribosyl-homocysteine lyase) catalyse le clivage de 'homocystéine a partir de la S-ribosyl-L-
homocystéine, qui est produite a partir de la S-adénosylhomocystéine (SAH) sous l'action de
I'enzyme Pfs ou MTAN (5'-méthyl-thioadénosine/S-adénosyl-homocystéine nucléosidase). Ce
processus génere le précurseur d'Al2 : le 4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione (DPD), qui est
instable et subit alors une réaction de cyclisation spontanée pour former I'AI2 (Challan Belval
et al., 2006; Rezzonico et al., 2012).

Des études récentes ont révélé l'existence d'une voie alternative de syntheése de 1'autoinducteur-
2 chez les bactéries, distincte de la voie métabolique classique impliquant la méthionine et
indépendante de LuxS. Cette voie, identifiée chez des bactéries extrémophiles, repose sur la
transformation de la S-adénosylhomocystéine en adénosine et homocystéine par I'enzyme SAH
hydrolase. L'adénosine est ensuite métabolisée en ribose-1-P, puis en ribose-5-P. Sous

lI'influence de la chaleur, le ribose-5-P est converti en dihydroxy-acétone-phosphate (DPD),
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précurseur de 1'AI-2. Cette découverte ¢€largit notre compréhension de la communication
quorum-sensing basée sur I'Al-2, suggérant que cette voie de signalisation est encore plus
répandue parmi les bactéries que précédemment envisagé, car méme des bactéries sans le géne
luxS peuvent produire de 1'AI-2 (Zhao et al., 2018).

Comme dans le cas des AHLs, I’ AI2 diffuse librement a travers la membrane cellulaire apres
sa synthese jusqu’a ce qu’il atteigne a forte densité cellulaire une concentration seuil qui lui
permette d’étre détecté par son récepteur membranaire spécifique (Gao et al., 2024; Zhang et

al., 2020).

[11.7.3.2. Autres autoinducteurs

A ce jour, une diversité de mécanismes de signalisation font partie intégrante du systéme de
QS, présents tant chez les bactéries Gram négatif que chez les bactéries Gram positif. Parmi
ceux-ci, on trouve les quinolones, identifiées chez Pseudomonas aeruginosa (Montagut et
Marco, 2021), ainsi que les dicétopipérazines isolées dans différentes especes du genre et
d'autres bactéries telles que Proteus mirabilis, Enterobacter agglomerans, Vibrio vulnificus
(Campbell et al., 2009; Wang et al., 2023a).

En outre, les autoinducteurs-3 (AI-3) sont décrits au sein de la famille des Enterobacteriaceae,
notamment chez la bactérie entérohémorragique Escherichia coli (LaSarre et Federle, 2013).

Des chercheurs ont indiqué le role de LuxS dans la synthese de I'AI-3, une mutation au niveau
du gene luxS entrainant une diminution de la virulence chez Escherichia coli. Ce signal Al-3
est transmis par un systeme a deux composants, QseC et QseB, qui, en réponse, activent
l'expression des genes de virulence chez Escherichia coli (Walters et Sperandio, 2006).

A ce jour, I'AI-3 reste peu étudié, et ni sa voie de biosynthése ni sa structure ne sont connues
(Weigel et Demuth, 2016). La Figure 4 illustre la diversité structurale des principaux
autoinducteurs bactériens impliqués dans la communication intercellulaire, mettant en évidence

la complexité et I’hétérogénéité des signaux utilisés par différentes espéces.

38



Le Quorum Sensing

(A ? () PapR
O\QC/NH\){\ Badllus genes
: Q AHSL base structure 2
L ./ Class |- ADLPFE(FIY)
I Groups: o Class II: NEVP(F/Y)E(F/Y)

3 -C8-HSL
Vibrio flachert Class IIl: SDMPFEF

/\)l\
o 3-0x0-C10-HSL Class IV: SDLPFEH
/\/\/\/u\ Agrobactenum fumefaciens
/\/\/\/\/ﬁ\

3-o0x0-C12-HSL
Pseudomonss aenginosa

3OH-C4-HSL (HAI-1)
J\ Vibrio harvey
B i e C6-HSL
Chromobacterum viclaceum
(<) (D)
o AgrD
Staphylococcus aureus
o
> Met O
S e XM e
H CAl-1 é' \ / \
o Vibrio cholerae \ /Phe s Ser
_Ser  _Cys-Asp Gly _Asn .Cys-Ser
Tyr  “Thr Lval Al
R AgDA AgrD-1
NH Ea-CAl-1
Vibrio cholerae
o OQ Leu O§ Met
C " “Leu c e
d  bn d Phe
- to_  _Cys-Aé > Ser _ Cys-Tyr
Ea-C8-CAl1 e ~Lys-Asp Ser _Cys-Tyr
NH., ~ ~
> Vibnio cholerae Asn Tyr Thr
Vibno harvey!
AgrD-1l AgrD-IV

(A} Lactonesz d'acyl-homosérina (AHSL) produites par diverses bactériss Gram-négatives. On montre la stucture de baze de 'AHTL.,
ain= que drvers groupes B qui différant salon las espécaz.

(B) Patitz autoinducteurs peptidiques (AIP=) appelés PapF produits par le genre Bacillus. Les heptapeptides physiologiquement
pertinents prédits sont indiqués par des résidus supplémentaires an blau.

{C) CAI-1 et ses automducteurs apparentés produits par les espéces de Fibvia.

(D) Le= quatre yapants de Azl produits par Stapiplococsws aursus.

Figure 4: Structure des autoinducteurs bactériens (Hawver et al., 2016).

I11.7.4. Les protéines de la famille LuxI et LuxR

Les bactéries Gram négatives utilisent généralement des systémes de communication
cellulaire appelés quorum sensing. Les genes impliqués dans ces systemes, notamment LuxlI et
LuxR, sont souvent trouvés adjacents dans le génome et régulés par le méme opéron (Scholz et
Greenberg, 2017). Parfois, ces génes sont retrouvés isolés dans le génome de certaines
bactéries, sans étre associ€s a leurs partenaires respectifs LuxI ou LuxR, et sont alors classés
comme lux-solo (Hmelo, 2017).

La structure moléculaire des protéines LuxI et LuxR peut varier en fonction du groupe de
bactéries. Les homologues de LuxI des entérobactéries sont généralement similaires a ceux des
non-entérobactéries, tandis qu'il n'y a pas de différences évidentes entre les membres de la
famille des homologues de LuxR (Rutherford et Bassler, 2012; Salmond et al., 1995; Xu,
2020).
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I11.7.4.1. Les protéines de famille LuxI

Les protéines de type LuxI agissent en tant qu'enzymes catalysant la biosynthése
d'autoinducteurs a acyl-homosérine lactone a partir de deux composés : la S-
adénosylméthionine (SAM) et une protéine de transport portant un groupement acyle (acyl-
ACP) provenant de la voie de biosynthése des acides gras. Le processus commence par la
formation d'une liaison amide entre la chaine latérale acyle de 'acyl-ACP et le groupement
amine du fragment homocystéine de la SAM (1), suivi de la lactonisation de l'intermédiaire
formé par la SAM liée, aboutissant a la libération de la méthylthioadénosine (2) (Abisado et
al., 2018; Blancas et Conrad, 2022; Miller et Bassler, 2001; Ng et Bassler, 2009).

Les protéines de type LuxI ont généralement une taille variant entre 190 et 230 acides aminés
et affichent une similitude de séquence d'environ 33% au niveau des paires de bases (Rajput
et Kumar, 2017).

Chez la plupart d’entre-elles, dix résidus conservés se regroupent au niveau de I’acide aminé
110 dans I’extrémité N-terminale dirigent 1’aspect commun du mécanisme enzymatique, c’est
a dire la reconnaissance de la SAM et I’ACP et sept d’entre eux portent des chaines latérales
chargées et sont absolument nécessaires pour diriger la réaction, car leur mutation empéche
totalement la catalyse de la réaction (Christensen et al., 2014; Dong et al., 2017; Hanzelka et

al., 1999; Rutherford et Bassler, 2012).

[11.7.4.2. Les protéines de famille LuxR

LuxR est principalement localisée dans le cytoplasme, cependant, il a été observé dans certains
cas qu'elle peut également présenter une localisation membranaire faible, en association avec
d'autres protéines, notamment des protéines membranaires périphériques (Styles ez al., 2022).

Les protéines homologues de LuxR présentent une structure conservée comprenant trois
régions distinctes : une région N-terminale qui joue un role dans l'interaction avec les
autoinducteurs a acyl-homosérine lactone , une région centrale favorisant I'oligomérisation de
la protéine, et une région C-terminale contenant un motif hélice-tour-hélice qui est impliqué
dans la liaison a I'ADN (Abisado et al., 2018; Fuqua et Greenberg, 2002; Hawver et al.,
2016; Stevens et Greenberg, 1997).

L'extrémité N-terminale de LuxR interagit avec les autoinducteurs a acyl-homosérine lactone,
ce qui induit I'nomodimérisation de LuxR et sa liaison subséquente a une séquence spécifique
d'ADN appelée boite Lux dans le promoteur cible. Lorsque LuxR est 1i¢ aux AHL, cela entraine
généralement la transcription de son géne homologue de synthétase de signal LuxI, créant ainsi

une boucle de rétroaction positive qui amplifie la concentration d'AHL (Abisado et al., 2018).
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La plupart des protéines de la famille LuxR agissent en tant qu'activateurs transcriptionnels,
bien que quelques-unes agissent comme des répresseurs (Tsevelkhoroloo et al., 2022; Zhang
et al., 2021). Dans le cas des activateurs transcriptionnels, en I'absence d'AHL, le domaine N-
terminal masque le domaine C-terminal impliqué dans la liaison a I'ADN, empéchant ainsi la
formation du complexe ADN/LuxR. Lorsque les AHL se lient au domaine N-terminal, des
changements conformationnels libérent le domaine C-terminal, permettant ainsi 1'interaction
avec 'ADN et I'activation de la transcription des génes cibles. Pour les répresseurs, en 1'absence
d'AHL, ces protéines se fixent aux promoteurs des genes cibles, réprimant leur transcription.
La liaison des AHL au domaine N-terminal induit la dimérisation des régulateurs, entrainant la
dissociation du complexe ADN/LuxR et levant ainsi la répression (Hawver et al., 2016; Zhang

etal., 2021).

II1.7.5. Le systéme Agr chez les bactéries & Gram positif

Les bactéries Gram positives posseédent des mécanismes de communication cellulaire basés
sur des peptides, parmi lesquels le systéme Agr de Staphylococcus aureus est le plus étudié.
Dans ce systéme, le signal de communication est généré par les protéines AgrB et AgrD. Le
gene AgrD code pour un précurseur de signal, qui est exporté et modifié par la protéine AgrB
qui est une endopeptidase membranaire. A des concentrations suffisantes, ce signal se lie au
récepteur de surface cellulaire AgrC, une histidine kinase, phosphoryle un régulateur de réponse
appelé AgrA. L’AgrA phosphorylé active la transcription de genes sélectionnés via un petit
ARN appelé ARNIII en se liant & des répétitions directes situées dans les régions promotrices

(Abisado et al., 2018; Bai et Rai, 2011).

I11.7.6. Réle de LuxS dans le métabolisme bactérien

LuxS est une métalloenzyme impliquée dans la synthése de l'autoinducteur-2, une molécule
considérée comme un signal interspécifique en raison de la conservation du gene LuxS chez de
nombreuses bactéries Gram positives et Gram négatives (Prabhu et al., 2019; Styles et al.,
2022). Plusieurs auteurs ont signalé I'impact du systeme LuxS/AI2 sur divers phénotypes
bactériens, y compris I'expression des transporteurs ABC x (Federle et Bassler, 2003; Man et
Xiang, 2023; Parashar et al., 2015).

Tous les organismes effectuent différentes réactions de transfert de méthyle, utilisant la S-
adénosylméthionine comme donneur de méthyle. La S-adénosylhomocystéine est un sous-
produit de ces réactions et, en raison de sa similarité structurelle avec la SAM, elle agit comme
un inhibiteur potentiel des enzymes SAM-dépendantes, ce qui la rend hautement toxique

(Grandclément et al., 2016; Rutherford et Bassler, 2012).
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Chez les eucaryotes, les archées et les bactéries dépourvues de LuxS, la SAH est convertie en
adénosine et homocystéine par une seule étape catalysée par la S-adénosylhomocystéine
hydrolase (SAHH). En revanche, les bactéries possédant LuxS ont évolué vers un mécanisme
plus sophistiqué impliquant deux étapes de dégradation, réalisées par la nucléosidase Pfs et
LuxS, pour accomplir la méme tache. Ce processus de détoxification est également connu sous
le nom de voie de synthése d'Al2, se produisant lorsque LuxS agit sur la SRH (Chen ef al.,
2024; Iwasaki et al., 2023; Li et al., 2021a).

II1.7.7. Role des oxylipines dans le métabolisme fongique

Les oxylipines jouent un rdle crucial et complexe dans I'influence de la pathogénicité fongique
a travers divers mécanismes. Ces molécules dérivées de lipides sont essentielles pour la
communication et le développement des champignons, ce qui affecte leur capacité a infecter les
hotes. Elles interviennent significativement dans les interactions hote-pathogene, faconnant le
développement fongique et les processus infectieux (Liu ef al, 2023a). Par exemple, les
oxylipines dérivées d'acides gras comme les acides oléique, linoléique et linolénique sont
essentielles pour moduler le mode de vie pathogéne des champignons lors des interactions
plantes-pathogenes, suggérant un potentiel de communication interrégne (Beccaccioli et al.,
2022). De plus, des oxylipines spécifiques telles que le 5,8-diHODE ont été démontrées pour
induire la différenciation cellulaire chez des champignons pathogénes comme Aspergillus
fumigatus et Magnaporthe grisea, soulignant leur role dans la morphogenése et la formation de
structures infectieuses (Niu et al., 2020).

Chez les plantes, les oxylipines agissent comme agents biocides et activent des voies de
signalisation liées au stress, intégrées dans le mécanisme de défense contre les agents
pathogenes fongiques (Rafiq et al., 2023). De plus, les oxylipines régulent la biosynthese des
aflatoxines chez Aspergillus flavus, pouvant inhiber la production de toxines par des voies
comme celle de 1'imizoquine (IMQ), influengant ainsi la pathogénicité et la capacité de

contamination du champignon (Wu et al., 2022).

I11.7.8. Role du farnésol dans le métabolisme fongique

Le farnésol, un isoprénoide intermédiaire de la voie du mévalonate, jouant un réle crucial pour
la biosynthese de stérols chez les souches fongiques en particulier chez Candida albicans. 1l est
impliqué dans divers processus physiologiques, notamment la régulation de la croissance
cellulaire, la transformation morphologique, la différenciation, la formation d’hyphes et de
biofilm, ainsi que la production de métabolites clés dans sa pathogénicité tels que I'ubiquinone

et I'ergostérol (Cardoza et al., 2022; Jadhav et Karuppayil, 2020; Wu et al., 2021a). De plus,
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le farnésol influence 1'expression des génes li€és aux rythmes circadiens et aux réponses de
défense des plantes, soulignant son importance dans le maintien de 'homéostasie fongique et
des interactions écologiques (Cardoza et al., 2022). Il posséde également des propriétés
antifongiques en inhibant la croissance de certains champignons et bactéries et affecte la
détection du quorum, qui a son tour influence les caractéristiques de virulence et la dynamique
du biofilm chez Candida albicans (Jadhav et Karuppayil, 2020). Le réle du farnésol s'étend
aux interactions hdte-pathogeéne en modifiant le métabolisme de la cellule hote. Dans les
cellules dendritiques humaines, il a un impact sur le métabolisme des sphingolipides, entrainant
des modifications de la sécrétion de cytokines et de I'amorcage des lymphocytes T, ce qui peut
influencer les réponses immunitaires contre Candida albicans (Batliner et al., 2024).

Dans des études portant sur des modeles murins de candidose systémique, une réduction de la
production endogeéne de farnésol chez Candida albicans a entrainé une diminution de la
virulence, tandis que I'administration de farnésol exogene a augmenté la pathogénicité, ce qui

suggere son role en tant que facteur de virulence (Navarathna ez al., 2007).

I11.8. Fonctions biologiques du Quorum Sensing

Le mécanisme de la communication cellulaire QS joue un réle crucial dans la coordination et
la régulation de l'expression génique au sein des communautés bactériennes. A ce jour,
plusieurs phénotypes ou processus bactériens ont été¢ identifiés comme étant soumis a la
régulation par un ou plusieurs systetmes QS (Parsek et Greenberg, 2005; Whiteley ef al.,
2017).

I11.8.1. Régulation de la virulence

La communication cellulaire revét un role crucial dans la pathogenese bactérienne, permettant
aux microorganismes de déclencher des maladies et d'éviter la réponse immunitaire de I'hote
(Lydick et al., 2024; Mangwani et al., 2012).

De nombreuses études ont ét¢ menées pour approfondir la compréhension de la relation entre
le quorum sensing et l'expression des genes de virulence chez les bactéries a Gram négatif et a
Gram positif. Par exemple, des recherches indiquent que les infections associées aux bactéries
a Gram négatif sont régies par la production de facteurs de virulence via des circuits de QS de
type LuxI/LuxR (Rutherford et Bassler, 2012). Ces circuits sont connus pour participer a la
production de multiples facteurs de virulence, tels que 1'élastase, la protéase, la toxine A, la tase

alcaline, I'hémolysine A, ainsi que la production de substances favorisant l'invasivité
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bactérienne, notamment des enzymes extracellulaires et des polysaccharides capsulaires (Jung
et al., 2015; Liu et al., 2018; Mangwani et al., 2012).

Concernant les pathogénes a Gram positif, le systeme le plus étudi¢ dans ce groupe de
pathogenes est le systeme Agr de Staphylococcus aureus (Thoendel et al., 2011). Ce pathogeéne
est une cause majeure d'infections aigués et chroniques. Staphylococcus aureus exprime un
ensemble de facteurs de virulence, comprenant des toxines, des hémolysines, des leucocidines,
des exoenzymes et des protéines de surface qui lui conférent la capacité d'éviter le systeéme

immunitaire (Ahmed et al., 2024Db).

I11.8.2. Formation de biofilm

L’implémentation du biofilm et le mécanisme de quorum sensing sont deux caractéristiques
essentielles et étroitement liées de la dynamique sociale des bactéries. De ce fait, le QS peut
contribuer de maniere significative a la formation et a la maturation du biofilm bactérien en
orchestrant un processus de différenciation minutieusement régulé¢ (Erkihun et al., 2024;
Singh et al., 2024a).

L'implication du quorum sensing dans la formation de biofilm chez les bactéries a fait I'objet
d'un examen approfondi par plusieurs équipes de recherche. Des études ont en effet démontré
que les autoinducteurs AHLs peuvent influencer divers aspects de la dynamique du biofilm,
notamment son hétérogénéité, son architecture, sa résistance au stress et sa stabilité (Shin et
Nagarajan, 2018; Sweeney et al., 2019; Waters et Bassler, 2005).

Des investigations approfondies ont également souligné le role crucial du QS dans les phases
précoces du développement du biofilm, notamment dans l'attachement initial des cellules, la
régulation de leur agrégation et de leur prolifération, ainsi que dans la production de substances
exopolymériques et la maturation du biofilm (Bai et Rai, 2011; De Kievit et Iglewski, 2000;
Liu et al., 2018). De plus, des observations ont mis en lumiére la capacité des autoinducteurs
AHLs a modifier la morphologie des colonies bactériennes, facilitant ainsi la formation de
biofilm (Anetzberger et al., 2009; Sweeney et al., 2019).

A 1la phase finale du cycle de formation du biofilm, lorsque les bactéries sont confrontées a
des conditions environnementales adverses, le biofilm commence a se désagréger, ce qui
entraine une augmentation de la motilité des cellules bactériennes au sein de la matrice. Les
réseaux de quorum sensing semblent également jouer un rdle crucial dans la libération des
bactéries de la matrice extracellulaire du biofilm, favorisant ainsi leur migration et leur
prolifération vers des environnements plus propices (Erkihun et al., 2024; Oyewole et al.,

2022). La Figure 5 illustre schématiquement I’interaction entre la formation du biofilm et les
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systemes de communication intracellulaire médiés par le quorum sensing, ainsi que leur

interruption potentielle.
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Figure 5: Schéma de la formation du biofilm et de I'interruption des systémes de
communication intracellulaire par le quorum sensing (Zhang et Li, 2016).

I11.8.3. Bioluminescence et production de pigments

La bioluminescence est définie comme une réaction chimique dans laquelle 1’énergie chimique
est convertie en énergie lumineuse aboutissant alors a 1’émission de la lumicre par des
organismes vivants (Mangwani et al., 2012; Peat et Adams, 2008).

Des bactéries produisent une bioluminescence bleue-verte a haute densité cellulaire mais sont
non bioluminescentes lorsqu'elles sont cultivées a faible densité cellulaire (Wang et al., 2022).

Cette réaction est contrélée par I’intervention d’une enzyme luciférase qui est une oxydase a
multiples fonctions puisqu’elle catalyse en méme temps 1’oxydation de 1’aldéhyde et de la
flavine mononucléotide réduite. Ceci entraine une conversion de la luciférine en oxyluciférine
excitée énergétiquement et instable qui émet pendant son retour a I’état stable un photon
aboutissant a la production de la lumiere (Lawan et al., 2022; Nijvipakul et al., 2010; Tinikul
et al., 2020; Tinikul et al., 2021).

Chez les bactéries luminescentes, I’expression des geénes codant pour la luciférase ainsi que
les enzymes impliqués dans la synthese de ses substrats est contrdlée par un promoteur nommé
Lux box (Brodl ez al., 2018). Les produits des genes LuxI et LuxR fonctionnent tous deux

comme régulateurs de la bioluminescence (Bazhenov et al., 2021; Soto-Aceves et al., 2023).
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I11.8.4. Coopération et compétition entre espéces

Le systéme de quorum sensing est répandu dans le monde bactérien et va au-dela de la
communication intraespeéces pour inclure la communication entre espéces et méme entre
différents royaumes. Il coordonne le comportement des cellules bactériennes en régulant
plusieurs fonctions, notamment le contrdle de la densité microbienne, le développement de
biofilms, l'acquisition de nutriments, la virulence, et méme les interactions microbiennes au
sein d'un méme environnement (De Kievit et Iglewski, 2000; Whiteley et al., 2017). Ce
systéme joue un role crucial dans la régulation de deux types fondamentaux d'interactions au
sein des communautés microbiennes : la coopération et la compétition (Evans et al., 2018).

Des ¢études antérieures ont montré que le quorum sensing prévient la surpopulation inutile,
régule la compétition pour les nutriments, bloque 1'adhérence des microorganismes, et inhibe
méme la croissance de certains microorganismes en sécrétant des substances inhibitrices de
croissance (Babaniyi ez al., 2023; Bhunia ez al., 2022; Khan et al., 2022; Moreno-Gamez et
al., 2023). D'autres études ont démontré que la morphologie de certaines souches peut étre
altérée lorsqu'elles sont exposées a des molécules de quorum sensing provenant d'une autre
souche lorsqu'elles coexistent en tant que biofilms mixte (Gaalova-Radochova et al., 2023).

En ce qui concerne la coopération entre microorganismes, elle peut se manifester sous
différentes formes, notamment par le biais d'une coopération métabolique. Certaines souches
sont capables de métaboliser des substances qui modulent le pH environnemental, favorisant
ainsi la croissance d'autres microorganismes (Griffin, 2024). De plus certaines bactéries ne sont
pas capables de produire leurs propres molécules de signalisation mais peuvent répondre aux
molécules inductrices exogenes (Alencar et al., 2021).

Par ailleurs, il a été observé que I'adhésion des souches aux surfaces est favorisée par d'autres
microorganismes, et que les germes peuvent également adhérer les uns aux autres en 1'absence
d'une population suffisante ou d'une affinité compétitive avec les colonisateurs primaires
(Carrias et Sime-Ngando, 2009; Laskowski et al., 2021; Schluter et al., 2015).

En outre, la coopération entre microorganismes peut également amplifier la virulence de
certains d'entre eux en stimulant leur croissance et en augmentant leurs chances d'échapper aux
agents antimicrobiens (Bakkeren et al., 2021; Book et al., 2017; Ruiz-Bedoya et al., 2023).

Cependant, les mécanismes exacts par lesquels les espéces microbiennes coexistent
harmonieusement dans un environnement mixte restent encore largement inconnus. C'est
pourquoi il existe actuellement un intérét croissant pour la recherche sur ces interactions,
notamment dans des domaines tels que la santé, l'industrie alimentaire, l'agriculture et

I'environnement.
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I11.9. Applications du Quorum Sensing

La généralisation de I'emploi du quorum sensing par un grand nombre de pathogénes animaux
et végétaux pour moduler leur virulence suggere que les approches d'interférence avec ces
mécanismes de signalisation peuvent offrir des perspectives prometteuses dans le contexte du

controle biologique des agents pathogénes (De Kievit et Iglewski, 2000; Singh, 2015).

I11.9.1. Médecine et santé

La prévalence ¢levée de la multirésistance aux antibiotiques et le manque de perspectives de
développement de nouveaux agents antibactériens exigent l'exploration de nouvelles approches
thérapeutiques. L'inhibition QS représente une piste prometteuse dans cette optique. Cette
méthode, appelée quorum quenching QQ, différe des antibiotiques car elle n'agit pas
directement sur la croissance bactérienne, mais plutdt sur la diminution de la virulence des
souches (Defoirdt ef al., 2010; Smith et Iglewski, 2003).

Actuellement, trois cibles potentielles peuvent étre envisagées pour inhiber le QS :

- Larégulation de la synthéese et de 1'activité des autoinducteurs.

- La perturbation de la formation de complexes avec les récepteurs.

- L'inhibition des enzymes qui dégradent les molécules de signalisation quorum sensing,
appelées autoinducteurs (ElI-Hamid, 2016; Omwenga ef al., 2023; Williams, 2017).

En effet, plusieurs études se sont penchées sur les voies de syntheése des autoinducteurs. Ces
travaux ont révélé que des analogues synthétiques des Al, capables de se lier aux protéines
LuxR sans les activer, pourraient agir en tant qu'antagonistes pour empécher la liaison des Al,
ce qui aurait pour effet d'interrompre la cascade de communication par quorum (Scutera et al.,
2014). Les séquestreurs d'Al ont également été envisagés, notamment l'utilisation d'anticorps
capables de séquestrer les molécules signal (Nikolova et al., 2021). D'autres molécules peuvent
¢galement étre exploitées pour piéger les Al et perturber la communication bactérienne
(Engelen et al., 2017).

Par ailleurs, des recherches ont mis en lumiére des enzymes produites naturellement par des
bactéries sont capables de dégrader les N-acyl homosérine lactones, ces enzymes étant codées
par le géne aiiA (autoinducteur inactivation). Elles présentent l'avantage d'agir au niveau
extracellulaire et en quantité catalytique. Plusieurs classes d'enzymes de quorum quenching ont
¢té décrites, la plupart ciblant les AHL, telles que les lactonases, les acylases et les
oxydoréductases (Dong et al., 2000; Fetzner, 2015).

Une autre approche pour perturber le quorum sensing consiste a cibler les voies de biosynthése

de certaines molécules AHL. En interrompant la voie de biosynthése des AHL et en inhibant

47



Le Quorum Sensing

leur synthese, potentiellement par l'utilisation d'analogues de précurseurs d'AHL, il serait
possible de bloquer efficacement la cascade de communication par quorum (D’Aquila ez al.,
2023).

Enfin, les propriétés de bioluminescence et la production de pigment microbiens médiés par
le quorum sensing peuvent étre exploités pour la création de biosenseurs capables de cibler les
cellules cancéreuses in vivo (Champagne et al., 2022; Jiang et al., 2021; Yun et al., 2021).

Les dispositifs médicaux , tels que les pansements, les cathéters et les endoscopes, sont des
¢léments essentiels de la médecine moderne mais peuvent également servir de point d'entrée
aux microorganismes pathogenes (Neoh et al., 2017). Pour limiter les infections associées a ces
dispositifs, le QQ offre des perspectives prometteuses en restreignant la formation de biofilm,
la tolérance aux antimicrobiens et la virulence des microbes (Mion et al., 2018; Rémy et al.,
2018). Des inhibiteurs de quorum sensing (QSI) et des peptides inhibiteurs greffés a la surface
des implants, de biomatériaux, de cathéters urinaires et sanguins, ont démontré leur efficacité

pour réduire la colonisation bactérienne aussi bien in vivo qu'in vitro (Rémy et al., 2018).

I11.9.2. Agriculture et industrie

Si le blocage du quorum sensing présente des avantages évidents en sant¢ humaine, d'autres
domaines pourraient également bénéficier des avancées dans ce domaine. En effet, les bactéries
sont responsables d'infections, que ce soit chez les animaux ou chez les plantes, et les biofilms
qu'elles forment posent des problemes dans de nombreux secteurs (Bzdrenga et al., 2017).

Dans le domaine agricole, de nombreuses bactéries associées aux plantes utilisent le quorum
sensing pour réguler des phénotypes spécifiques dans le cadre de leur mode de vie pathogeéne
ou symbiotique. Ainsi, la capacité de bloquer ou de favoriser ces systémes de quorum sensing
peut offrir de nouvelles stratégies pour gérer les maladies des plantes et augmenter la
productivité des cultures. Des études ont montré que dans les interactions entre AHL et les
plantes, I'expression de certains genes végétaux est stimulée, ce qui entraine une défense accrue
contre les agents pathogenes et une stimulation de la croissance (Schikora et al., 2016). De
plus, il a été observé que les AHL solubles dans I'eau sont absorbées par les plantes a travers
leur systeme vasculaire, ce qui peut modifier I'activité de plusieurs enzymes pour améliorer la
tolérance au stress (Gotz-Rosch ef al., 2015; Sieper et al., 2014). En outre, les AHL peuvent
renforcer la capacité des bactéries fixatrices d'azote, un facteur critique pour la croissance et le
rendement des plantes (Saraf et Sharma, 2021; Zhang et al., 2023a).

Dans le domaine des applications industrielles, la violacéine, qui provient de

Chromobacterium violaceum, Alteromonas luteoviolacea ou Janthinobacterium lividum,
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présente un potentiel dans la gestion des infestations parasitaires. Ce pigment particulier
présente une efficacité remarquable contre une multitude de ravageurs agricoles. Des
recherches précédentes ont indiqué que la violacéine supprime efficacement la prolifération des
champignons phytopathogénes, atténuant ainsi la dissémination d'agents pathogénes qui
provoquent des maladies des plantes (Fusarium spp., Phytophthora spp., Botrytis cinerea)
(Duran et al., 2016). De plus, il possede des propriétés nématicides, ciblant spécifiquement les
nématodes phytoparasites tels que Meloidogyne incognita, reconnu comme un important
ravageur agricole (Hoshino, 2011). En raison de ses caractéristiques antifongiques et
antiparasitaires, la violacéine apparait comme une alternative biologique viable aux pesticides
synthétiques, offrant une protection robuste aux cultures contre diverses infections (Duran et
al., 2016).

De plus, la violacéine produite par le quorum sensing a été exploitée dans l'industrie textile
pour produire des tissus de couleur pourpre bleuatre (Duran et al., 2012). D'autres applications
incluent son utilisation dans les encres pour mettre en évidence les mots imprimés (Duran et
al., 2016; Venil et al., 2015; Venil et al., 2013).

Dans le domaine alimentaire, plusieurs études ont montré que les extraits phytochimiques
bioactifs de fruits, d'herbes et d'épices communs peuvent inhiber de maniére significative la
communication par quorum. Ces extraits ont également été efficaces pour inhiber la motilité en
essaim des pathogeénes connus pour étre modulés par la communication par quorum (Dimitrova
et al., 2024). Par exemple, les furocoumarines naturelles du jus de pamplemousse agissent
comme des inhibiteurs puissants de l'activité Al-1 et AI-2 ainsi que de la formation de biofilms
(Girennavar et al., 2008). Cette découverte ouvre la voie a l'identification de composés
inhibiteurs de la communication par quorum a partir d'une multitude de sources naturelles,
offrant ainsi des possibilités pour prévenir la colonisation des surfaces alimentaires, la

formation de toxines et la prolifération de souches li¢es a la détérioration des aliments.

I11.9.3. Environnement et bioremédiation

La prise de conscience croissante des effets néfastes de la pollution environnementale a suscité
un intérét accru pour les différentes stratégies pouvant étre utilisées pour dépolluer les sites
contaminés. La bioremédiation basée sur la communication par quorum des polluants
organiques émerge comme une approche prometteuse dans la restauration environnementale
(Mangwani et al., 2012).

Plusieurs études ont démontré une amélioration de la biodégradation de divers polluants, tels

que le phénol, I'hexadécane, le phénanthrene, le pyrene, 1'azote et le carbone organique total,
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par des bactéries impliquant un systéme QS dans ces processus (De Clippeleir et al., 2011;
Huang et al., 2013; Kang et Park, 2010; Toyofuku ez al., 2007; Toyofuku et al., 2008; Valle
etal.,2004; Yong et Zhong, 2010; Zhang et al., 2015). De plus, des bactéries des grands fonds
ont montré une production d'extrémozymes, offrant des solutions potentielles pour la
dégradation de composés dangereux tels que le pétrole brut, les hydrocarbures aromatiques
polycycliques et les métaux lourds (Lyu ef al., 2022; Prartono et al., 2022).

En outre, les polysaccharides extracellulaires produits par certaines bactéries ont été étudiés
pour leur potentiel dans I'élimination des ions cadmium toxiques des eaux polluées, suggérant
ainsi l'utilisation de stratégies basées sur I'EPS pour dépolluer la contamination par les métaux
lourds (Jebril, 2023). Les biofilms formés par la dégradation des micro-organismes sont
¢galement utilisés pour éliminer les hydrocarbures, les métaux lourds et les nutriments,
améliorant ainsi le processus de minéralisation (Singh ez al., 2006).

Dans le domaine de l'aquaculture, il a été largement confirmé que les systémes QS sont
impliqués dans la régulation de la virulence des agents pathogenes. Les facteurs de virulence
de ces agents pathogenes, tels que les toxines extracellulaires, les sidérophores, les
métalloprotéases, les systemes de sécrétion de type IIL, les phospholipases, les caséinases et les
gélatinases, sont régulés par les systemes QS (Manisha et al., 2024; Natrah et al., 2011; Pais
etal., 2023; Zhu et al., 2023).

L'atténuation de la QS chez ces espeéces pathogenes a entrainé une réduction significative de
la mortalité chez leurs hotes respectifs, tels que la lotte, les larves d'artémias et la crevette géante

d'eau douce (Natrah et al., 2012; Pande ef al., 2013).
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Chapitre IV : Les oxazolidinones

IV.1. Définition des oxazolidinones

L'oxazolidinone, terme donné par Evans et ses collégues de Merck (Evans et al., 1988), est
un important composé hétérocyclique composé d'azote et d'oxygene, utilisé dans la composition
de nombreuses substances pharmaceutiques en raison de son importance et de son grand
potentiel thérapeutique, en particulier contre les bactéries Gram positives (Bourgeois-Nicolaos
et al., 2012). La Figure 6 met en évidence 1’anneau fondamental des oxazolidinones, structure

clé a la base de leur activité biologique et de leur utilisation pharmacologique.

Figure 6: Anneau fondamentale des oxazolidinones (Majhi et al., 2024).

La recherche scientifique s'est concentrée sur la synthése et le développement de dérivés
contenant 1'anneau oxazolidinone et sur I'é¢tude de leurs diverses activités biologiques. Parmi
ces dérivés, on trouve le linézolide commercial connu sous le nom de ZYVOX®, dont
l'utilisation a été approuvée par la Food and Drug Administration des Etats-Unis en 2000, en
tant que premier composé¢ oxazolidinone a inhiber la synthése des protéines bactériennes
(Brickner et al., 2008). 11 s'agit d'un agent clé dans le traitement des infections graves causées
par des bactéries a Gram positif, telles que le Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
(SARM). Ce composé a conquis le marché pendant de nombreuses années parce qu'il cible le
centre de transfert peptidique dans la grande sous-unité du ribosome bactérien, qui est codé par
plusieurs genes d'ARNr, réduisant apparemment le développement de la résistance au niveau
de la cible (Leach et al., 2011). Le tédizolide (anciennement connu sous le nom de tétrizolide
puis de turazolide) a également été autorisé¢ a la commercialisation en 2014 sous le nom de
phosphate de tédizolide (SIVEXTRO®) indiqué dans le traitement des infections bactériennes
aigués de la peau et des tissus mous chez I'adulte. Le tédizolide agit en inhibant la synthese des
protéines bactériennes en se liant a la sous-unité 50S du ribosome, empéchant ainsi la formation
du complexe d'initiation essentiel a la traduction protéique (Ain et al., 2023; Barbachyn, 2018;

Brickner et al., 2008; Burdette et Trotman, 2015; Mahdi ez al., 2023a; Tian et al., 2023;
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Yuan et al., 2023). La Figure 7 illustre ces deux agents antibactériens oxazolidinones

commercialisés, le linézolide et le phosphate de tédizolide.

H N /\ N F
\ffN\/K/ NP R‘O/\{/&o
0

R= H: tédizolide

Le linézolide (ZYVOX®
e linézolide ( ) R= P(O)(OH),: phosphate de tédizolide

Figure 7: Agents antibactériens oxazolidinones commercialisés : linézolide et phosphate de
tédizolide (Burdette et Trotman, 2015).

En termes de nomenclature, le terme « Oxazolidine » fait référence au composé dépourvu de
groupes fonctionnels tandis que « oxazolidinone » est utilisé lorsqu'il y a un carbonyle en

position 2 (F Branco-Junior et al., 2017).

IV.2. Structure chimique des oxazolidinones

La structure chimique des oxazolidinones se compose d'un cycle hétérocyclique a cinq
chainons connu sous le nom de oxazolidine, avec un atome d'azote adjacent & un atome
d'oxygene (Fernandes ef al., 2023a; Mahdi e al., 2023a). Cette structure cyclique est
caractérisée par la configuration S du substituant en position C5, un groupe acyl-amino-méthyle
connecté a C5 et un substituant N-aryle qui la rendent particulierement intéressante pour la
recherche en chimie et en pharmacologie (Mahdi ez al., 2023a). La Figure 8 met en évidence

la structure tridimensionnelle de I’anneau fondamental des oxazolidinones.

Figure 8: Structure 3D de I’anneau fondamentale des oxazolidinones.

IV.3. Application des oxazolidinones en pharmacologie

Les oxazolidinones trouvent des applications dans de nombreux domaines pharmacologiques.
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IV.3.1. Applications antibactériennes

La principale raison de la popularit¢ des oxazolidinones, telles que la linézolide et la
tédizolide, est leur efficacité contre les infections bactériennes a Gram positif, y compris celles
qui sont résistantes a d'autres antibiotiques comme les entérocoques résistants a la vancomycine
et Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (Mahdi et al., 2023a; Tian et al., 2023). Ces
médicaments ont un bon profil pharmacocinétique et pharmacodynamique, ce qui les rend
adaptés au traitement des infections bactériennes séveres comme celles provoquée par le
COVID-19 (Mahdi et al., 2023b; Yuan et al., 2023).

Malgré leur efficacité contre les bactéries Gram positives, l'utilisation des oxazolidinones
contre les bactéries Gram négatives est limitée en raison de défis tels que les barrieres de
perméabilit¢ et les mécanismes d'efflux. Néanmoins, les modifications structurelles
stratégiques se sont révélées prometteuses pour surmonter ces limites (Hu ef al., 2022). Des
recherches ont démontré que de petits changements structuraux des oxazolidinones peuvent
avoir un impact significatif sur leur capacité a pénétrer les membranes bactériennes a Gram
négatif et a échapper aux mécanismes d'efflux (Fernandes et al., 2023b). Par exemple, des
analogues spécifiques de l'oxazolidinone tels que Zoliflodacin, ETX0914, (R) 3-(4'-
(Aminomethyl)-2-fluoro-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-5-(hydroxymethyl)oxazolidin-2-one et (R)-3-
(3-Fluoro-4-(pyridin-4-yl)phenyl)-5-(hydroxymethyl)oxazolidin-2-one se sont révélés actifs
contre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii et Pseudomonas
aeruginosa, qui ne sont généralement pas sensibles au linézolide, un antibiotique oxazolidinone

standard (Fernandes et al., 2023b; Hu et al., 2022).

IV.3.2. Applications anti-cancéreuses

Le potentiel de produits dérivés de I'oxazolidinone comme médicaments anticancéreux a été
¢tudié. Ces les composés peuvent agir via une variété de mécanismes, comme le blocage
d’enzymes importantes liées a des problémes hormono-dépendants tel que la modification du
métabolisme des sphingolipides cancer (Ramalho et al., 2020) .

L'étude menée par Armentano ef al. (2020) ont mis en évidence la promesse des 5-
(carbamoylméthyléne) -oxazolidin-2-ones en tant qu'agents anticancéreux. Leur mécanisme
d'action implique l'induction de l'apoptose par l'activation de la caspase-9 et la libération du
cytochrome C, ainsi qu'un dysfonctionnement mitochondrial et une augmentation des taux
d'especes réactives de 1'oxygene (ROS) dans la chaine respiratoire mitochondriale. De plus, il a
été démontré que les dérivés de 1'oxazolidinone tels que le LPSF/NBM-2 induisent l'arrét du

cycle cellulaire & la phase G2/M et favorisent l'apoptose dans les lignées cellulaires de
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lymphome, ce qui suggere leur potentiel en tant qu'agents cytostatiques et un role prometteur
dans le traitement du cancer (Ramalho et al., 2020). De méme, Sochacka-Cwikla et al. (2022)
ont démontré que ces composé€s interagissent avec diverses cibles moléculaires. Par exemple,
les dérivés de 1'oxazolo [5,4-d] pyrimidine inhibent le récepteur-2 du facteur de croissance

endothélial vasculaire humain (VEGFR-2), qui est crucial pour I'angiogenése tumorale.

IV.3.3. Applications en tant qu’anti-inflammatoire

Les oxazolidinones se sont révélés prometteurs dans divers domaines thérapeutiques, y
compris le traitement de maladies inflammatoires. L'action anti-inflammatoire des
oxazolidinones est liée a leur potentiel en tant qu'agents anti-inflammatoires en ciblant diverses
voies biologiques impliquées dans l'inflammation (Hewage et al., 2024). En particulier, les
dérivés d’oxazolidinones contenant des fractions benzothiazinéne ont montré des effets
inhibiteurs de l'inflammation d'cedéme des pattes induit par la carraghénane chez le rat
(Jennifer et al., 2013). De plus, les chercheurs ont développé des dérivés de 1'oxazolidinone
qui ciblent spécifiquement la D-5 désaturase (D5D), une enzyme cruciale pour la biosynthése
des acides gras inflammatoires (Fernandes et al., 2023a). Cette approche multidimensionnelle

met en évidence le potentiel thérapeutique des oxazolidinones dans la gestion de I'inflammation.

IV.3.4. Applications en tant qu’antioxydant

Les oxazolidinones constituent des cadres multifonctionnels dans le domaine de la chimie
médicinale, leur utilité s'étendant bien au-dela des applications antibiotiques classiques. Une
telle polyvalence implique la possibilité d'un examen plus approfondi de leurs caractéristiques
antioxydantes dans des contextes biologiques (Fernandes et al., 2023a).

Les propriétés antioxydantes des oxazolidinones peuvent €tre attribuées a leur capacité a
atténuer le stress oxydatif, qui contribue de maniere significative a la détérioration des substrats
et des tissus biologiques. Cette caractéristique s'avere particulierement avantageuse dans les
contextes industriels ou la stabilité a I'oxydation est impérative, notamment dans les lubrifiants
et autres matériaux soumis a des conditions environnementales séveres (El-Mekabaty et al.,
2012). Des études menée par Kaur ef al. (2016) sur la synthése de nouveaux hybrides
d'oxazolidinone-thiazole, qui ont démontré une activité antioxydante significative surpassant
les antioxydants traditionnels tels que l'acide ascorbique et présentant également des effets
protecteurs contre les dommages causés a 'ADN par les UV, ce qui indique leur potentiel pour

prévenir les dommages cellulaires liés au stress oxydatif.
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IV.4. Le développement de dérives des oxazolidinones

Les dérivés de 'oxazolidinone constituent une classe de composés dérivés de modifications
apportées a la structure de l'oxazolidinone. Ces entités présentent des caractéristiques
structurales et des propriétés diverses qui les rendent particuliérement attrayantes pour des
utilisations pharmacologiques et chimiques. Les modifications de leurs structures facilitent
I'étude de nouvelles activités biologiques et la création de composés présentant des
caractéristiques physicochimiques ciblées. La synthése de ces dérivés peut étre réalisée au
moyen de diverses méthodologies, offrant ainsi un large éventail de possibilités pour la
conceptualisation de nouvelles entités moléculaires (Fournier, 2018; Liu ef al., 2023c; Yuan
et al., 2023). Parmi ces méthodologies figurent ’utilisation des solvants eutectique profond
(Ahmadi et al., 2022), la catalyse par liquide ionique (Wu et al., 2024), I’emploi des
catalyseurs solides ioniques (Li et al, 2024) et la fixation du CO. comme stratégie de

fonctionnalisation (Mei et al., 2018).
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Chapitre V : Caractérisation de 3-(2-chloroacetyl) oxazolidin-2-one

La synthése de ces molécules biologiquement importantes, est pass¢ de méthodes
traditionnelles telles que 1'utilisation de la chaleur et de solvants chimiques traditionnels (Wang,
2008) a un intérét progressif pour l'application de méthodes vertes et respectueuses de
l'environnement telles que l'utilisation de 1'irradiation par micro-ondes (Ochoa-Teran et al.,
2014), de l'irradiation par ultrasons (Panigrahi ez al., 2019) et de solvants verts et respectueux
de I’environnement (Oschmann et al., 2019; Zhang et al., 2018).

Aprés cette revue, il est apparu que la structure de l'oxazolidinone se distingue par ses
propriétés biologiques uniques. Nous avons donc opté de synthétiser le dérivé de la 3-(2
chloroacétyl) oxazolidin-2-one afin d'évaluer ses propriétés biologiques.

Pour réaliser cette synthese, nous avons suivi les principes de la chimie verte en utilisant des
méthodes respectueuses de I'environnement. L'un des objectifs était de développer un nouveau
procédé propre, efficace et rapide. Ainsi, la synthése de la 3-(2-chloroacétyl) oxazolidin-2-one
a ¢té¢ réalisée au sein du Laboratoire d'Excellence de Chimie Organique Appliquée de
l'université Badji Mokhtar Annaba, garantissant un cadre optimisé pour le développement de
nouvelles approches en chimie durable.

La réaction d'acylation (Figure 9) a été réalisée par I'action du chlorure de 2-chloroacétate (1
€quiv.) avec l'oxazolidin-2-one (1 équiv.) en présence de triéthylamine (1,2 équiv.) dans du
dichlorométhane comme solvant sous irradiation ultrasonique. L'évolution de la réaction a été
suivie par chromatographie sur couche mince (CCM) apres quelques minutes, 1'oxazolidinone
a ¢été completement consommée, le produit synthétisé a été directement récupéré par
purification sur une colonne de gel de silice, et le produit désiré 3-(2-chloroacetamido)
oxazolidin-2-one a été obtenu sous forme de poudre blanche a jaunatre avec des rendements

satisfaisants 70% (Figure 10).

cl cl
>\\NH cl » DCM - O>\\N
| TEA, ) \J

oxazolidin-2-one 3-(2-chloroacetyl)oxazolidin-2-one

Figure 9: Acylation de oxazolin-2-one avec 2-chroroacetyl chloride.

La structure du composé cible 3-(2-chloroacetamido) oxazolidin-2-one a été¢ confirmée par
analyse ¢lémentaire, la spectroscopie infrarouge et des méthodes spectroscopiques de RMN du

'H et du *C (Figure 11).

56



Caractérisation De 3-(2-Chloroacetyl) Oxazolidin-2-One

3-(2-chloroacetyl) oxazolidin-2-one

Structure Formule chimique : CsH¢CINO3
0]

0 Masse molaire : 163,56 g.mol’!
)\\ )K/CI Aspect : poudre : blanche a jaunatre
O\/T Rendement : 70 %

FT-IR (KBr, vem™): v=1717.20 and 1761.14 (C=0) cm™.

RMN 'H (CDCl3): & = 4.21 (s, 2H, CO-CH»-Cl), 4.05 (t, J = 5.4 Hz, 2H, CH>-CH>-N-cyc),
4.40 (t, J = 5.4 Hz, 2H, -O-CH>-CH-cyc) ppm.

RMN BC (CDCI): 6 = 168.50, 153.11, 62.7, 44.11, 41.70.

Figure 10: Fiche technique de 3-(2-chloroacétyl) oxazolidin-2-one.

4,20 415 410 405 400 395
f1 (ppm)

€5 5.5 5.3 5.1 29 47 4.5 43
f1 (ppm)

Figure 11: Spectres RMN de 3-(2-chloroacetyl) oxazolidin-2.
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Chapitre VI : Inula viscosa L.

VI.1. Description botanique de la famille de la plante étudiée

La famille Asteraceae, connue également sous le nom de Composées (Compositae en latin)
ou moins couramment de composacées (Lee, 2004), représente 1'une des familles les plus
étendues parmi les angiospermes. Elle englobe environ 25 000 especes réparties dans 13 sous-
familles et de 1 600 a 1 700 genres (Funk et al., 2009). Les membres de cette famille se
présentent principalement sous forme d'herbes vivaces ou annuelles, bien qu'il existe également
des arbustes, des sous-arbrisseaux et occasionnellement des plantes aquatiques, des plantes
grimpantes ou des épiphytes. Les feuilles sont généralement alternes, mais peuvent aussi étre
opposées ou disposées de maniere radiale, et sont généralement simples et exstipulées. Les
composées sont classées en deux types en fonction de leur type de fleurs : celles avec des
corolles ligulées et celles avec des corolles tubulées (Gaussen et al., 1982).

La famille Asteraceae se retrouve dans diverses régions, notamment les régions tempérées
(Dupont et Guignard, 2007), les régions seches telles que le bassin méditerranéen, 1’ Afrique
australe, le Mexique, le Sud-Ouest des Etats-Unis et les zones arides d’Amérique du Sud
(Botineau, 2010). Les espéces de cette famille peuvent également se développer dans des
environnements froids (Bruneton, 1996). En Algérie, on dénombre 109 genres et 408 especes
appartenant a cette famille, tandis que dans la petite Kabylie 49 genres et 69 espéces y sont

répertoriés (Gharzouli et Djellouli, 2005; Quézel et Santa, 1962).

VI.2. Intérét économique de la famille

La famille Asteraceae joue un role économique de premier plan en fournissant une gamme
variée de plantes alimentaires. Parmi celles-ci, la laitue se distingue en tant que plante la plus
largement cultivée au sein de la famille, suivie de pres par des especes telles que l'artichaut,
l'endive, le salsifis, la chicorée, 1'estragon et le tournesol. De nombreuses autres especes de cette
famille sont également appréciées pour leur valeur esthétique en tant que plantes ornementales,
parmi lesquelles on compte la marguerite, le dahlia, le zinnia, le cosmos, le chrysanthéme et
l'aster.

Outre leur utilisation alimentaire et ornementale, plusieurs membres de cette famille sont
également exploités dans le domaine de la pharmacie. Des exemples notables incluent I’ Arnica
(Arnica montana L.), la camomille (Matricaria chamomilla L. et Anthemis nobilis L.), le pied
de chat (Antenaria djioca Gartn) et le tussilage (Tussilago farfara L.), tous utilisés a des fins

médicinales. Certains genres, tels que Pyrethrum, sont également réputés pour leur propriété
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insecticide, tandis que d'autres, comme le genre Artemisia, sont valorisés pour leurs applications
médicinales et leur utilisation dans la fabrication de liqueurs telles que 1'absinthe ou le génépi

(Gaussen et al., 1982; Guignard, 1994).

VI1.3. Le genre Inula et sa description botanique

Le genre Inula, classé dans la sous-famille des Asteroideae et la tribu des Inuleae, a été
initialement décrit par Linnaeus en 1753, qui a identifi¢ et caractérisé treize especes sous ce
genre (Linnaeus, 1753). Des recherches antérieures ont démontré que la tribu des Inuleae, en
tant qu'entité¢ taxonomique, englobe approximativement 60 genres et 600 espéces (Beentje,
2000).

Inula, appartenant a la famille des Compositae (Asteraceae), représente le plus grand genre au
sein de la tribu des Inuleae, comprenant environ une centaine d'espéces. Principalement
répandu en Afrique, en Asie et dans la région méditerranéenne de I'Europe (Cantrell ef al.,
2010; Seca et al., 2014), ce genre compte six especes recensées en Algérie : Inula graveolens
(L.) Desf, Inula viscosa (L.) Ait., Inula crithmoides (L.), Inula squarrosa (L.) Bernh., Inula
montana et Inula oculus-christi (L.) (Quézel et Santa, 1962).

Les plantes appartenant au genre /nula sont des herbacées vivaces avec des feuilles alternes.
Leurs capitules jaunes renferment a la fois des fleurs tubuleuses et des fleurs ligulées, avec des
bractées disposées en plusieurs séries. Les fleurs périphériques sont pistillées, avec des ligules
tridentées, et les antheres sont sagittées a la base. Les akeénes sont pourvus de cotes (Anderberg,

1991).

VI1.4. Usage traditionnel des plantes du genre Inula

Depuis des temps anciens, des parties du genre /nula ont ét¢ employés a des fins
thérapeutiques et sont répertoriés pour leurs multiples applications médicinales, notamment en
tant qu'antioxydants, anti-inflammatoires, antiviraux, antibactériens, antifongiques,
antitumoraux, antidiabétiques, antiasthmatiques, antiallergiques et cytotoxiques. (Ben Mrid et
al.,2022; Eruygur et al., 2024; Lee et al., 2009; Okmen et al., 2023) comme présenté dans le
Tableau 1.

Tableau 1: Usages traditionnels de quatre especes du genre Inula

Plante Usage

Inula britanica L. | Les fleurs ou les parties aériennes de cette plante ont montré des
activités anticancéreuses, antioxydantes, anti-inflammatoires,
neuroprotectrices et hépato-protectrices (Khan et al., 2010; Yang et
al., 2021; Zarei et al., 2018).

59



Inula viscosa L.

Les fleurs d'Inula britannica ont été utilisées dans la médecine
traditionnelle indienne pour traiter des maladies telles que les
troubles digestifs, la bronchite, 1'inflammation et 1'excés de mucus
(Zarei et al., 2018).

Inula helenium L.

Comme reméde familial au Japon,

Comme diaphorétique en Europe, et

Comme agent thérapeutique pour la tuberculose et les troubles
gastro-intestinaux en Taiwan et en Chine.

Elle possede des propriétés antiseptiques, antibiotiques,
antispasmodiques, toniques et aromatiques, ce qui souligne sa
polyvalence en tant que plante médicinale (Gierlikowska et al.,
2019; Kenny et al., 2022)

Inula montana L.

Posséde des effets anti-inflammatoires, antioxydants et hépato-
protecteurs et des effets bénéfiques sur le systeme digestif (Al Naser,
2018).

Inula racemosa L.

Les racines de cette plante sont traditionnellement utilisées en
médecine traditionnelle chinoise pour renforcer la rate, réguler la
fonction de l'estomac, soulager la dépression du Qi de foie, atténuer
les douleurs rhumatismales, en particulier entre le cou et les épaules,
et pour prévenir l'avortement (Albahri et al., 2023).

VL.5. La plante Inula Viscosa L.

L'espéce Inula viscosa (L.), également connue sous le nom de Dittrichia viscosa (L.) Greuter

et désignée en Algérie sous les appellations de Amagramane du (amagra :prochaine, et aman :

eau) ou Mersitt (Zeguerrou et al., 2010), est largement répandue dans le nord de I'Algérie, ou

elle prospere dans les conditions relativement peu exigeantes de la région méditerranéenne.

Cette plante est classée dans le genre Dittrichia en raison de la présence de poils glanduleux

sur l'ovaire, une caractéristique qui la distingue des autres especes du genre /nula (Ciccarelli

et al., 2007).

Figure 12 : Photo réelle de Inula viscosa L.
(Prise par Djendi ML)




Inula viscosa L.

VI.5.1. Description botanique de la plante

Inula viscosa (L.) est une plante annuelle herbacée, caractérisée par sa viscosité et ses glandes
(Bekkara et al., 2008). Ses racines peuvent atteindre une longueur spécifique de 116 cm/g.
Cette plante présente une tige droite avec des bifurcations se développant a partir de la base de
la tige. Les nombreuses branches sont inclinées, formant une partie aérienne dense pouvant
atteindre une hauteur de 150 cm (Stavrianakou et al., 2006).

Les feuilles, d'ou son nom "inule visqueuse", sont visqueuses et de forme allongée, avec des
bords dentelés. Les feuilles matures mesurent environ 7 x 1,8 cm et ont une épaisseur moyenne
de 197 um, avec une surface spécifique moyenne de 502 cm?/g (Stavrianakou et al., 2006).
Elles sont disposées pres ou en dessous des fleurs, ces derniéres étant nombreuses et regroupées
en grappes composées.

L'inflorescence de 1'inule visqueuse est longue, et la corolle de ses fleurs jaunes a un diametre
d'environ 2 cm (Rameau et al., 2008).

Cette plante est réputée pour son odeur forte, attribuable aux poils glandulaires couvrant les
jeunes tiges et feuilles, lesquels exsudent une huile visqueuse trés odorante. Les poils
glandulaires des feuilles, tres denses et dotés de structures complexes, sécretent des lipides, des
polysaccharides et des protéines tout au long de la durée de vie de la feuille (Parolin et al.,

2014).
VIL.5.2. Phénologie

L'Inula viscosa commence son cycle de croissance a la fin du mois de mars ou au début d'avril,
atteignant sa pleine croissance en mai, tandis que les accumulations d'amidon dans toute la
plante culminent en juin. Une deuxiéme période de croissance survient en octobre/novembre,
suivie de la chute des feuilles en décembre (Parolin ef al., 2014).

VI.5.3. Etymologie

Le nom du genre /nula auquel appartient I'espece provient du grec "Inéo" signifiant "je purge",
en référence a une propriété thérapeutique de la plante. Le terme "viscosa" vient également du
latin signifiant "visqueuse", d'ou le nom "Aunée visqueuse" (Merghoub et al., 2011).

V1.5.4. Noms vernaculaire

Frangais: Inule visqueuse (Baba Aissa, 1991);

Anglais: Sticky fleabane (Wang et al., 2004);

Arabe: Magramane, Bagramane, Mersitt (Quézel et Santa, 1962),

Berbére: Amagramane ou bayraman (Baba Aissa, 1999).
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VIL.5.5. Taxonomie
La position systématique d’/nula viscosa est la suivante (Dupont et Guignard, 2007; Quézel

et Santa, 1962; Spichiger et Jeanmonod, 2002) :

Tableau 2: Classification taxonomique de /nula Viscosa L.

Reégne : Plantea
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotyledones
Sous-classe Gamopetales

Ordre Astérales

Famille Asteraceae ou composeae
Genre Inula

Espéce Inula viscosa (L) Aiton.

VI1.5.6. Synonymie

Selon les travaux de Brullo et de Marco (2000) ainsi que ceux de Dobignard ez al. (2011),
cette espéce végétale est également répertoriée sous les dénominations suivantes :

Cupularia viscosa L. ;

Erigeron viscosum L. ;

Paniopsis viscosum Raf. ;

Pulicaria viscosa L. ;

Senecio littoralis Scop. ;

Solidago viscosa L..

VL.5.7. Distribution géographique de Inula viscosa L.

Inula viscosa a une aire de répartition trés étendue (Figure 13), étant largement répandue dans
le bassin méditerranéen (Oka et al., 2006; Okmen et al., 2023; Parolin ef al., 2014). Sa
répartition naturelle englobe les cotes de I'Europe du Sud, notamment I'Espagne, la Grece,
I'Italie et la Bulgarie, ainsi que le Moyen-Orient, comprenant la Jordanie, la Syrie et la Turquie
(Parolin et al., 2014; Ulubelen et al., 1987). Elle se trouve aussi dans les pays de 1’Asie tels
que: La Chine, le Japon, la Corée et dans des régions d'Afrique telles que I'Egypte, I'Algérie, le
Maroc et la Tunisie (Reeb, 2010). Dans le nord de 1'Algérie, elle est particulierement abondante
(Bekkara et al., 2008).

Les habitats caractéristiques d'/nula viscosa incluent les lits de rivieres asséchées, les champs
abandonnés, les bordures de routes, les sentiers de randonnée et méme les zones urbaines

(Brullo et de Marco, 2000; Reeb, 2010). Elle prospére sur des sols argileux et sableux
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(Benayache et al., 1991; Ciccarelli ez al., 2007; Quézel et Santa, 1962), ainsi que sur des
cotes rocheuses, des marécages naturels, des zones humides et des rives de cours d'eau (Baytop,
1999), nécessitant une exposition importante a la lumiere. Elle se développe également dans
des environnements ou les sols présentent des concentrations €levées en sel, en calcaire, en
magnésium et en azote (De Felice, 1967; Parolin ef al., 2014).

Cette plante est capable de coloniser des zones peu propices a la végétation, telles que les
décombres, les jachéres et les garrigues. Elle montre une préférence pour les sites récemment
perturbés par des travaux ou par le feu (Ciccarelli ez al., 2007).

En Algérie, I'espéce est surtout présente dans les régions de moyenne altitude du Tell, ainsi
que dans les terres de garrigues et de rocailles, ainsi que dans des terrains argileux secs (Quézel

et Santa, 1962).
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Figure 13: Répartition géographique de l'inule visqueuse (Google Earth, 2024).

VI1.5.8. Composition chimique et métabolites secondaires de Inula viscosa L.

De nombreuses études ont été réalisées sur la composition chimique de /nula viscosa. Cette
plante synthétise divers composés organiques tels que des sucres solubles, de I'amidon, des
lipides et de I'azote. Les sucres solubles sont produits pendant les périodes de croissance estivale
et de sécheresse qui suit, et leur concentration diminue juste aprés. L'amidon s'accumule dans
toutes les parties de la plante pendant la croissance de mars a juin, puis est progressivement
€puisé, pouvant étre converti en sucres solubles en cas de conditions climatiques adverses. Les
lipides sont stockés principalement dans les jeunes feuilles en développement a partir d'avril,
avec une accumulation maximale pendant 1'été, notamment pendant les périodes de sécheresse

(Albouchi et al., 1997; Ouazzani et Moustaghfir, 2020; Parolin et al., 2014).
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Les concentrations les plus élevées en azote sont observées en hiver et au printemps,
influencées par l'application d'engrais et 1'exposition a la lumiére, bien que le manque d'eau
n'affecte pas significativement ces concentrations (Karageorgou et al., 2002).

Les études antérieures sur /nula viscosa ont révélé la richesse de cette plante en métabolites
secondaires. Les parties aériennes d'Inula viscosa sont particulierement riches en flavonoides,
en acides sesquiterpéniques, en triterpenes et en esters (Benayache et al., 1991). Parmi les
composés identifiés dans les parties aériennes de cette plante, on retrouve l'apigénine, la
quercétine et le 2-O-méthylkaempferol appartenant a la classe des flavonoides, ainsi que le 3f3-
acetoxydammara-20, 24-diéne classé parmi les terpénes (Bohlmann et al., 1977; Oksiiz,
1976).

Les racines contiennent une variété de composés, notamment l'inuline, I'hélénine ou camphre
d'aunée (Fournier et Leclerc, 1947), la paraffine et trois sesquiterpénes essentiels : 1'alantol,
l'alantolactone et 1'acide allantique. En outre, des substances mineures telles que des résines et
des pectines, formant une matiére noiratre appelée phytomélane (Benchohra et al., 2011;
Oksiiz, 1976), sont également présentes.

La plante est également riche en huile essentielle, dont les principaux constituants sont le
bornéol, le cadinéne, I'eudesmol, le cadinol, le fokienol, 1'oxyde de caryophylléne et 1'acide
isocostique (Mssillou ez al., 2022).

Il convient de noter que la composition chimique précise de la plante peut varier en fonction
de divers facteurs environnementaux (montagneux ou a proximité de la mer) et génétiques

(Parolin et al., 2014).

VIL.5.9. Utilisations traditionnelles de la plante

L’inule visqueuse est considérée comme la reine des plantes médicinales en raison de sa
diversité de propriétés biologiques et pharmacologiques. Ces propriétés, qui trouvent leurs
origines dans des écrits romains anciens tels que ceux de Pline (Baydar et Giirel, 1998;
Ciccarelli ez al., 2007), ainsi que dans des sources hébraiques et arabes, sont bien documentées.
Les parties utilisées de la plante comprennent les inflorescences, les racine et les feuilles, qui
sont séchées et utilisées dans des infusions, tandis que les huiles essentielles sont extraites pour

divers usages thérapeutiques (Reeb, 2010).

VI1.5.9.1. Applications thérapeutiques
Inula viscosa est fréquemment utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement d'un large

éventail de pathologies. Les pratiques thérapeutiques liées a cette plante, incluant les parties
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utilisées, les modes d'administration et les doses prescrites, sont détaillées dans divers pays a
travers le monde (Seca et al., 2014).

Inula viscosa L. est largement étudiée pour ses multiples propriétés bénéfiques en raison de
ses effets antioxydants, antibactériens, antifongiques, hypoglycémiques, hypolipidémiques,
anticancéreux, antiparasitaires et phytotoxiques (Andolfi et al., 2013; Danino et al., 2009;
Eruygur et al., 2024; Hernandez et al., 2007; Okmen et al., 2023; Uckaya, 2022). De plus,
elle présente des activités anti-inflammatoires, antipyrétiques, astringentes et vulnéraires
(Kheyar-Kraouche et al., 2023; Reeb, 2010), ainsi que des propriétés antivirales (Abad et al.,
2000), anti-malaria (Waller et al., 2003) et antiseptiques (Lauro et Rolih, 1990).

Des ¢études ont également mis en évidence son efficacité dans le traitement de I'hypertension,
des maladies rénales (Reeb, 2010; Zeggwagh et al., 2006), des troubles gastroduodénaux et
intestinaux (Al-Dissi et al., 2001; Kattouf et al., 2009; Parolin ez al., 2014), ainsi que des
abces (Tahri et al., 2012).

Inula viscosa L. est également connue pour ses propriétés dermatologiques, notamment son
efficacité contre les inflammations cutanées, la gale et ses capacités cicatrisantes (Bekkara et
al.,2008; Haoui ez al., 2015; Harmankaya et al., 2023; Khalil et al., 2007). Elle est également
bénéfique pour améliorer 1'appétit, agir en tant qu'antiémétique, anthelminthique, expectorante
et diurétique (Al-Dissi et al., 2001; Roulier, 1990).

Dans le domaine médical, Inula viscosa L. est utilisée pour stopper les hémorragies (De
Laurentis et al., 2002; Tahri et al., 2012) et traiter diverses affections telles que la bronchite,
la tuberculose, I'anémie, ainsi que comme cataplasme pour les maux rhumatismaux (Al-Dissi
et al., 2001). En outre, elle est réputée pour ses propriétés analgésiques lorsqu'elle est utilisée
en externe, notamment pour soulager les céphalées et les douleurs abdominales (Kaddem,
1990). Enfin, ses applications s'étendent méme au traitement des blessures chez les animaux

(Chahmi et al., 2015).

V1.5.9.2. Applications en cytotoxicité et génotoxicité

L'impact cytotoxique et génotoxique des extraits de feuilles de 1'inule visqueuse a été évalué
au moyen d'expériences menées sur les méristemes des racines de plantes. Les résultats ont mis
en évidence une inhibition significative de la croissance des racines en corrélation avec la
concentration des extraits, par rapport aux groupes témoins. De plus, une observation spécifique
a réveélé que cet effet était associé aux cellules membranaires dans les groupes traités avec
différentes concentrations d'extraits, ce qui explique le phénomene de cytotoxicité (Askin Celik

et Aslantiirk, 2010).
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VI1.5.9.3. Applications industrielles

L'Inula viscosa présente un potentiel d'application dans l'industrie de la parfumerie en raison
de la présence de composants tels que le bornéol, I'acétate de bornyle et 1'acétate d'isobornyle.
Ces ingrédients sont couramment utilisés dans la formulation de parfums et peuvent étre extraits
des huiles essentielles et des oléorésines de la plante (Pérez-Alonso et al., 1996).

D'autres études ont également révélé que 1'nula viscosa pourrait prolonger la durabilité des
produits alimentaires, ouvrant ainsi des perspectives d'application dans I'industrie

agroalimentaire pour augmenter la durée de conservation des produits (Larbi et al., 2016).

VI1.5.9.4. Applications en lutte biologique

Depuis de nombreuses années, les plantes ont été largement exploitées en tant qu'agents de
lutte biologique. Elles sont souvent introduites en bordure des champs ou méme a l'intérieur de
ceux-ci. L'inule visqueuse est reconnue comme un "insecticide végétal" (Bouchelta et al.,
2005; Bssaibis et al., 2009; Tahri et al., 2012). Elle est couramment utilisée comme herbicide
naturel en raison de son pouvoir allélopathique et de sa capacité a inhiber la germination et

I'émergence de plusieurs mauvaises herbes (Omezzine et al., 2011).

VI1.5.9.5. Applications en phytomanagment

L'inule visqueuse démontre une capacité remarquable a pousser dans des sols riches en nickel,
magnésium ou arsenic, comme l'ont souligné diverses €tudes. Cette aptitude lui confere un
potentiel considérable en tant que plante bio-accumulatrice, capable de concentrer ces €léments

dans ses tissus (Conesa et al., 2011).

VI1.5.9.6. Application comme inhibiteur de corrosion

Des recherches antérieures ont été réalisées pour étudier I'effet anticorrosif des extraits de
I'inule visqueuse. Ces études ont démontré que l'extrait aqueux de cette plante présente une
efficacité significative contre la corrosion du cuivre (pour 7 mL d'extrait, un taux d'inhibition
de corrosion de 86,49 % a été observé). De plus, il a été noté que cette inhibition de la corrosion
augmente proportionnellement a la concentration de l'extrait et a la température (Nawafleh et

al., 2012).
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Chapitre VII : Caractérisation des extraits d’Inula viscosa L.

VII.1. Matériel végétal et extraction

VIIL.1.1. Matériel végétal

La présente étude a ét€¢ menée sur /nula viscosa, une plante endémique appartenant a la famille
des astéracées, répandue dans la région méditerranéenne. La partie aérienne (feuilles, tige et
fleur) de Inula viscosa L. a été récoltée dans le nord de 1'Algérie (Boumerdes, Dellys), au mois
d’avril 2022. L’échantillon cueillit a été lavée a I’eau distillée, et séché naturellement a I'ombre
et a température ambiante avant d’étre broy¢é avec un broyeur €lectrique, et tamisé afin d’obtenir
une poudre fine ; qui sera conservé dans un récipient hermétique a I’abri de la lumiére et de
I’humidité. La confirmation de l'identification botanique de I'échantillon végétal a été confirmée
au préalable par Professeur HAMEL Tarek, du Laboratoire de Botanique du département de
Biologie de I'université Badji Mokhtar-Annaba. La localisation géographique précise de la zone

de récolte, notamment la commune de Dellys, est représentée dans la Figure 14.
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Figure 14: Carte géographique de la localisation de la commune de Dellys
(Google Maps, 2024)

VII.1.2. Préparation des extraits

100 g de la matiére végétale en poudre a été placée dans une cartouche de cellulose et extraite
a l'aide d'un appareil Soxhlet avec 800 mL de (eau distillée ou méthanol) pendant une durée de
6 heures. Apres refroidissement, 1'extrait obtenu a été concentré a 1 mL a I'aide d'un évaporateur
rotatif (IKA® RV10), relié a une pompe a vide Buchi V-700, a une température de 40°C. Les
résidus séchés obtenus sont conservés a 4°C en l'absence de lumiére jusqu'a l'analyse

phytochimique (Kaneria et Chanda, 2012).
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VII.1.3. Détermination du rendement de I’extraction

Parmi les nombreux solvants disponibles pour 1'extraction des plantes, nous avons opté pour
deux : l'eau distillée et le méthanol. L'eau distillée, en tant que solvant polaire, est efficace pour
extraire les composés hydrosolubles tels que les flavonoides glycosylés, les tanins et certains
acides phénoliques (Dai et Mumper, 2010). D'autre part, le méthanol est préféré pour extraire
les composés phénoliques en raison de sa forte capacité a solubiliser a la fois les polyphénols
hydrophiles et les flavonoides aglyconiques (Salih et al., 2021). Apres filtration et évaporation
du solvant jusqu'a obtention d'un poids constant (Bohui ez al., 2018), le rendement en terme de

pourcentage de l'extrait est calculé selon la formule suivante:

Rendement (%) = 100 x [(Masse d’extrait sec / Masse de la matiére végétale initiale)]

VII.2. Dosage des composés

VIL.2.1. Dosage des composés phénoliques
Les composés phénoliques, notamment les acides phénoliques, flavonoides et les tanins sont
largement reconnus pour leur activit¢ antioxydante, mais aussi pour leurs effets anti-
inflammatoires, antimicrobiens, antiviraux, anticancéreux, et cardioprotecteurs (Dai et
Mumper, 2010; Scalbert et al., 2005). Le dosage permet de :
e Sélectionner les extraits végétaux ou fractions les plus riches en substances bioactives.
e (Corréler quantitativement ces effets biologiques a la teneur en composés phénoliques.
VIL.2.1.1. Dosage des polyphénols totaux
L'évaluation de la concentration des composés polyphénoliques dans les échantillons a été
réalisée conformément au protocole décrit par Wong et al. (2006). Apres une période
d'incubation de 30 minutes a température ambiante, la densité optique de 1'échantillon a été
mesurée a 750 nm. La quantification de la teneur totale en polyphénoliques a été présentée en
milligrammes d'équivalents d'acide gallique par gramme d'extrait (mg EAG/g d'extrait). Les

¢tapes de ce protocole expérimental sont représentées dans la Figure 15.
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1. Mélanger 100 ul de chaque extrait avec

2000 pl de la solution de carbonate de
sodium a 2% fraichement nrénaré.

4. Incuber le mélange a température ambiante et
a I’abri de la lumiere pendant 30 minutes.

duii

2. Agiter le mélange par un
vortex et incubé pendant 5
minutes.
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3. Ajouter au mélange 100 pl du
réactif Folin-Ciocalteu 0,1N.

5. Lire Dl’absorbance contre un blanc a 750 nm. La
concentration des polyphénols est estimée en milligramme
(mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g) du poids de
la matiere seche a partir de la courbe d’étalonnage.

6. Réaliser une courbe d’étalonnage en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant
I’acide gallique comme controle positif (voir tableau ci-dessous).

Tableau: Méthode de dosage des polyphénols totaux La gamme d’étalon (acide gallique)

Acide galliquepg/ml | Blanc| 2.5] 50 100] 150 200 250 300[ 350 400
Acide gallique (ml) ; 5] 10] 20 30] 40| 50 60| 70| 80
Eau distillée(ml) 100 | 95] 90| 80| 70| 60| 50| 40| 30| 20
Na2COs 2%) 2 2 2] 2 2] 20 2] 2 2] 2

Agitation et incubation pendant S minutes

Réactif de Folin (IN) | 0.1 0.1
(ml)

01y 01y} 01y} 014} o01j] 01} 017 0.1

NB : Trois répétitions pour chaque extrait sont nécessaires pour confirmer les résultats obtenus.

Figure 15: Etapes expérimentales du dosage des polyphénols totaux (Wong et al., 2006)

69



Caractérisation Des Extraits D’Inula viscosa L.

VIL.2.1.2. Dosage des flavonoides

La concentration des flavonoides totaux des extraits, a été réalisée selon la procédure décrite
par Metrouh-Amir ef al. (2015). La densité optique de 1'échantillon a été mesurée a 430 nm
apres une incubation de 10 minutes a température ambiante. La quantité de flavonoides totaux
présents a été exprimée en milligrammes d'équivalents de quercétine par gramme d'extrait (mg

EQ/g d'extrait). Les étapes du dosage des flavonoides sont représentées dans la Figure 16.
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A 4
1. Mélanger 1 ml de chaque extrait 2. Lire I’absorbance contre un blanc a 430 nm. Les concentrations
avec 1 ml de chlorure d'aluminium en flavonoides ont été exprimées en mg équivalents de quercétine
a 2 % et incuber a l’abri de la  par gramme d'extrait sec (mg QE/g d'extrait), en se référant a une
lumiére et a température ambiante  courbe d'étalonnage.
pendant 10 minutes.

3. Réaliser une courbe d’étalonnage en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la quercétine comme contréle positif (Voir tableau ci-desous).

Tableau : Méthode de dosage des flavonoides totaux. La gamme d’étalon (Quercétine)

[Quercétine] pg/ml | Blanc | 2.5| 50| 100 | 150 200| 250 | 300| 350| 400
Quercétine (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
AlICh (2%) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

NB : Trois répétitions pour chaque extrait sont nécessaires pour confirmer les résultats obtenus.

Figure 16: Etapes expérimentales du dosage des Flavonoides totaux (Metrouh-Amir et al., 2015)

71



Caractérisation Des Extraits D’Inula viscosa L.

VI1.2.1.3. Dosage des tannins

La concentration de tanins dans les extraits a ét¢ déterminée selon le protocole décrit par
Julkunen-Tiitto (1985). L'absorbance de I'échantillon a ét¢ mesurée a une longueur d'onde de
550 nm apres une incubation de 20 minutes a température ambiante. La teneur en tanin a été
quantifiée en milligrammes d'équivalent de catéchine par gramme d'extrait (mg EC/g d'extrait).

Les étapes de ce protocole expérimental sont représentées dans la Figure 17.
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£

[

1] = [N

1. Mélanger 50 pl de chaque extrait 2. Agiter le mélange par un 3. Ajouter au mélange 750pL de

avec 1500uL de la solution vanilline vortex. I’acide chlorhydrique concentré.

/méthanol (4% ; m/v).

5. Lire l’absorbance contre un blanc a 550 nm. La
concentration des tannins est estimée en milligramme (mg)
équivalent de catéchine par gramme (g) du poids de la
maticre seche a partir de la courbe d’étalonnage.

sUddduuue

6. Réaliser une courbe d’étalonnage en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine comme contrdle positif (Voir tableau ci-desous).

4. Incuber le mélange a I’abri de la lumicre a
température ambiante pendant 20 minutes.

Tableau : Méthode de dosage des tannins. La gamme d’étalon (Catéchine)

[Catechine] pg/mL Blanc | 2.5 50 100 150| 200 | 250| 300 | 350| 400
Catéchine (uL) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Vanilline/méthanol
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(4%)

Mélangé le contenu a I’aide d’un vortex
HCI (L) | 750 | 750 ] 750| 750 750| 750 | 750| 750 750 | 750
NB : Trois répétitions pour chaque extrait sont nécessaires pour confirmer les résultats obtenus.

Figure 17: Etapes expérimentales du dosage des tannins (Julkunen-Tiitto, 1985)

73



Caractérisation Des Extraits D’Inula viscosa L.

VIIL.2.2. Identification des composés phytochimiques par LC-MS/MS

L’identification des composés phytochimiques des extraits d’/nula viscosa L. a été effectuée
par une chromatographie liquide a ultra-haute performance (UHPLC) modéle Shimadzu-
Nexera, couplé a un spectromeétre de masse en tandem, selon la méthode développée et validée
par Yilmaz (2020) en utilisant 54 standards phytochimiques comme références.

L’UHPLC en phase inverse était équipé d’un auto-échantillonneur (modele SIL-30AC), d’un
four pour colonne (modéle CTO-10ASvp), de pompes binaires (modele LC-30AD) et d’un
dégazeur (modele DGU-20A3R). Les conditions chromatographiques ont été optimisées afin
d’obtenir une séparation optimale des 54 phytochimiques et de surmonter les effets de
suppression.

Différentes colonnes (telles que Agilent Poroshell 120 EC-C18 (150 mm x 2,1 mm, 2,7 pm)
et Inertsil ODS-4 RP-C18 (100 mm % 2,1 mm, 2 um)), diverses phases mobiles (B) (acétonitrile
et méthanol), différents additifs pour la phase mobile (formiate d’ammonium, acide formique,
acétate d’ammonium et acide acétique) et plusieurs températures de colonne (25 °C, 30 °C,
35 °C et 40 °C) ont été testés et appliqués jusqu’a I’obtention des conditions optimales.

Finalement, la séparation chromatographique a été réalisée sur une colonne analytique Agilent
Poroshell 120 EC-C18 (150 mm x 2,1 mm, 2,7 um) en phase inverse. La température de la
colonne a été fixée a 40 °C.

Le gradient d’élution utilis€ était le suivant :

0-25 min : 20 % — 100 % B
25-35min : 100 % B
35-45 min : 100 % — 20 % B

Le débit de la phase mobile était de 0,5 mL/min et le volume d'injection de 5 pL.

La détection par spectrométrie de masse a €té réalisée a I’aide d’un spectrométre de masse en
tandem Shimadzu LCMS-8040, équipé d’une source d'ionisation par électrospray (ESI)
fonctionnant en modes d'ionisation positif et négatif. Les données LC-ESI-MS/MS ont été
acquises et traitées avec le logiciel LabSolutions (Shimadzu).

La quantification des phytochimiques a été effectuée en mode MRM (Multiple Reaction
Monitoring). Cette méthode MRM a été optimisée pour détecter et quantifier sélectivement les
composés phytochimiques en se basant sur la surveillance des transitions d'ions précurseurs
vers les ions fragments.

Les énergies de collision (CE) ont été ajustées pour obtenir une fragmentation optimale des
phytochimiques et assurer une transmission maximale des ions produits souhaités.

Les conditions opératoires du spectrometre de masse étaient les suivantes :
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Débit de gaz de séchage (N2) : 15 L/min

Débit de gaz de nébulisation (N2) : 3 L/min
Température de la ligne de décharge (DL) : 250 °C
Température du bloc chauffant : 400 °C

Température de I’interface : 350 °C.

VIIL.3. Résultats et discussion

VIIL.3.1. Détermination du rendement d’extraction

Les résultats du rendement d’extraction obtenus sont présentés par le tableau 3.

Tableau 3: Les rendements d'extraction des extraits obtenus a partir de /nula viscosa L.

Extrait Extrait aqueux (AEILV) Extrait méthanolique (MEIV)
Rendement 13,68% 5,74%

La méthode d'extraction utilisée pour /nula viscosa a donné des rendements variables, I'extrait
aqueux présentant le rendement le plus important, quantifié¢ a 13,68 %, et suivi de prés par
l'extrait méthanolique, qui a produit 5,74 %. Ces résultats sont conformes aux travaux de Salim
et al. (2017) dans leur enquéte scientifique. Les écarts observés dans les grandeurs de rendement
suggerent des interactions spécifiques entre les solvants utilisés et les constituants chimiques
inhérents a la matiere végétale. De telles interactions sont essentielles pour déterminer
l'efficacité d'extraction des solvants respectifs, comme le soulignent les recherches menées par
Tlemcani ez al. (2024).

Le rendement conséquent de I'extrait aqueux peut étre attribué aux caractéristiques polaires de
l'eau, qui démontre une efficacité supérieure dans l'extraction de composés particuliers a partir
de maticres végétales, comme expliqué par Minevich et Ushchapovsky (2023). Inversement ,
l'extrait méthanolique, avec une polarité plus faible, peut présenter un rendement diminué en
raison de sa nette affinité pour les constituants chimiques d'/nula viscosa, comme décrit Keskin

Cavdar et al. (2022).
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VIL.3.2. Dosage des composés phénoliques

Tableau 4: Teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides totaux et en tannins des extrait
d’Inula viscosa L.

Extrait Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides | Teneur en tanins
(mg EAG/g ES) (mg EQ/g ES) (mg EC/g ES)

AEIV 95,31 +1,44 11,95+ 2,50 131,48 + 1,04

MEIV 102,56 + 2,69 37,75 £3,62 299,67 + 4,78

EAG : Equivalents d'acide gallique, EQ : Equivalents de quercétine, EC : Equivalent de catéchine, ES : Extrait sec, AEIV :
extrait aqueux, MEIV : extrait méthanolique

Les concentrations de polyphénols, de flavonoides totaux et de tanins sont quantifiées en
milligrammes d'acide gallique, de quercétine et de catéchine par gramme d'extrait sec de plante
sont représenté par le tableau 4.

La comparaison entre les extraits méthanolique et aqueux révele que I’extrait méthanolique
est riche en composés phytochimiques, en particulier en polyphénols totaux (102,56 + 2,69 mg
EAG/g pour I’extrait méthanolique et 95,31 + 1,44 mg EAG/g pour l'extrait aqueux), en
flavonoides totaux (37,75 + 3,62 mg EQ/g pour le méthanolique et 11,95 + 2,50 mg EQ/g pour
l'aqueux) et en tanins (299,67 = 4,78 mg EC/g pour le méthanolique et 131,48 + 1,04 mg EC/g
pour I'aqueux). Ces résultats sont en accord avec ceux de Ben Mrid et al. (2022) et Pane et al.
(2023) qui ont rapporté que 1’extrait méthanolique est riche en polyphénols et en flavonoides
par rapport a I’extrait aqueux qui présentaient généralement des concentrations plus faibles de
ces composés bioactifs.

De plus, des études antérieures menées par Eruygur et al. (2024); Ouahchia et al. (2020);
Rhimi et al. (2017) ont ¢galement rapporté des niveaux élevés de polyphénols totaux, de
flavonoides et de tanins dans les extraits méthanoliques de cette plante.

Cette variation observée dans les teneurs en polyphénols, en flavonoides totaux et en tanins
détectés dans nos extraits peut étre attribuées a des variations de polarités des solvants. Les
divers solvants utilisés ont la capacité de dissoudre et d'extraire différents composés Kumari
et al. (2024). Elle peut étre due également a une biodiversité liée a la répartition géographique,

le type de sol, la saison, et méme I’heure de la récolte (Benzaid 2019).

VI1.3.3. Identification qualitative et quantitative des composés phytochimiques

Compte tenu de la richesse des extraits des parties aériennes d'I/nula viscosa en polyphénols,
flavonoides et tanins, une analyse qualitative et quantitative a ¢été réalisée par une
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée a un double spectrometre de

masse (LC-MS/MS), en utilisant 54 composés phytochimiques comme étalons de référence
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pour déterminer son profil chimique. Le tableau 5 présente les concentrations des constituants

phytochimiques identifiés.

Tableau 5: Analyse LC-MS/MS des composés phénoliques dans les extraits d’/nula viscosa L.

No Standards RT* M.L F.I. AEIV MEIV
(m/z)’  (m/z) (mg/g) (mg/g)
1 Acide quinique 3.0 190.8 93.0 1,715 11,4
2 Acide fumarique 39 1152 40.9 N.D. 0,208
3 Acide aconitique 4.0 1728 129.0 N.D. N.D.
4 Acide gallique 44  168.8 79.0 N.D. 0,247
5  Epigallocatéchine 6.7 3048 219.0 N.D. N.D.
6  Acide protocatéchique 6.8 1528 108.0 0,093 7,283
7  Catéchine 74  288.8 203.1 N.D. N.D.
8 Acide gentisique 83 1528 109.0 N.D. 0,211
9  Acide chlorogénique 84 353.0 85.0 N.D. 28,049
10  Aldéhyde protocatéchique 85 137.2 92.0 0,024 0,741
11 Acide tannique 92 1828 78.0 N.D. N.D.
12 Epigallocatéchine gallate 9.4 457.0 305.1 N.D. N.D.
13 Cynarine 9.5 2432 136.9 N.D. 6,094
14 Acide 1,5-dicaféoylquinique 9.8 515.0 191.0 N.D. N.D.
15 Acide 4-OH Benzoique 10.5 1372 65.0 N.D. N.D.
16 Epicatéchine 11.6  289.0 203.0 N.D. N.D.
17 Acide vanillique 11.8  166.8 108.0 N.D. N.D.
18 Acide caféique 12.1  179.0 134.0 N.D. 7,622
19 Acide syringique 12.6  196.8 166.9 N.D. N.D.
20 Vanilline 13.9 153.1 125.0 N.D. N.D.
21 Aldéhyde syringique 146 181.0 151.1 N.D. N.D.
22 Daidzine 152 417.1 199.0 N.D. N.D.
23 Epicatéchine gallate 155 441.0 289.0 N.D. N.D.
24 Piceid 172 391.0 135/106.9 N.D. N.D.
25 Acide p-Coumarique 17.8  163.0 93.0 N.D. 0,18
26  Acide férulique-D3-IS” 18.8 196.2 152.1 N.A. N.A.
27 Acide férulique 18.8 192.8 149.0 N.D. N.D.
28 Acide sinapique 189 2228 193.0 N.D. N.D.
29 Coumarine 209 1469 103.1 N.D. N.D.
30 Acide salicylique 21.8 137.2 65.0 1,73 0,706
31 Cynaroside 237 447.0 284.0 N.D. 0,026
32 Miquélianine 24.1 477.0 150.9 N.D. 10,747
33 Rutine-D3-IS" 255 6122 304.1 N.A. N.A.
34 Rutine 25.6  608.9 301.0 N.D. 1,992
35 Isoquercitrine 25.6  463.0 271.0 N.D. 6,276
36 Hespéridine 258 611.2 449.0 N.D. N.D.
37 Acide o-Coumarique 26.1 162.8 93.0 N.D. N.D.
38 Génistine 263 431.0 239.0 N.D. N.D.
39 Acide rosmarinique 26.6  359.0 197.0 N.D. N.D.
40 Acide ellagique 27.6  301.0 284.0 N.D. N.D.
41 Cosmosiine 28.2  431.0 269.0 N.D. N.D.
42 Quercitrine 29.8 447.0 301.0 N.D. 1,553

77




Caractérisation Des Extraits D’Inula viscosa L.

43  Astragaline 304 447.0 255.0 N.D. 0,587
44 Nicotiflorine 30,6 5929 255.0/284.0 N.D. N.D.
45 Fisetine 30.6 285.0 163.0 N.D. N.D.
46 Daidzeine 340 253.0 223.0 N.D. N.D.
47  Quercétine-D3-IS" 35,6 304.0 275.9 N.A. N.A.
48 Quercétine 357 301.0 272.9 N.D. 6,148
49 Naringénine 359 2709 119.0 N.D. 0,087
50 Hespérétine 36.7 301.0 136.0/286.0 N.D. 0,025
51 Lutéoline 36.7 284.8 151.0/175.0 N.D. 0,764
52  Génistéine 369 269.0 135.0 N.D. N.D.
53 Kaempférol 379 285.0 239.0 N.D. 0,041
54 Apigénine 382 268.8 151.0/149.0 N.D. 0,145
55 Amentoflavone 39.7 537.0 417.0 N.D. 0,003
56 Chrysin 40.5 252.8 145.0/119.0 N.D. N.D.
57 Acacétine 40.7 283.0 239.0 N.D. 10,881

“R.T.: Temps de rétention, ®MI (m/z) : lons moléculaires des standards (rapport m/z), “FI (m/z) : lons fragments
(rapport m/z), No : Représente le regroupement des standards internes (IS), ces numéros indiquent quel standard interne

correspond a quel composé phénolique, AEIV : extrait aqueux, MEIV : extrait méthanolique, N.D: Non détecté,
N.A: Non applicable
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Figure 18: Chromatogrammes LC-MS/MS des standards et des extraits d'I/nula vicosa L.
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Les résultats de I'analyse par LC-MS/MS des extraits d'/nula viscosa L., ont été rapporté dans
le tableau 5 et la figure 18, différents composants ont été détectés comme le montre les
chromatogrammes obtenus a différents temps de rétention (de 3,0 a 40,7 min). Dans l'extrait
aqueux, seuls quatre acides phénoliques ont été détectés, notamment 1’acide quinique (1,715
mg/g), I’acide protocatéchique (0,093 mg/g), le protocatéchaldéhyde (0,024 mg/g) et ’acide
salicylique (1,73 mg/g). En revanche, 1’extrait méthanolique a révélé une richesse plus
importante en métabolites secondaires. Parmi les acides phénoliques, les plus abondants sont
I’acide chlorogénique (28,049 mg/g), I’acide protocatéchique (7,283 mg/g), I’acide caféique
(7,622 mg/g), I’acide gallique (0,247 mg/g), I’acide fumarique (0,208 mg/g), I’acide gentisique
(0,211 mg/g), I’acide p-coumarique (0,18 mg/g) et I’acide salicylique (0,706 mg/g). Cet extrait
contient également une quantité notable de flavonoides, notamment la miquelianine (10,747
mg/g), la quercétine (6,148 mg/g), I’isoquercitrine (6,276 mg/g), la quercitrine (1,553 mg/g),
I’astragaline (0,587 mg/g), la rutine (1,992 mg/g), la lutéoline (0,764 mg/g), ’hespérétine
(0,025 mg/g), le kaempférol (0,041 mg/g), I’apigénine (0,145 mg/g) et ’amentoflavone (0,003
mg/g).

D'autres composés ont également €t¢ mis en évidence, comme le protocatéchaldéhyde (0,741
mg/g), la cynarine (6,094 mg/g), le cynaroside (0,026 mg/g), la naringénine (0,087 mg/g) et
I’acacétine (10,881 mg/g).

Les résultats indiquent que les extraits d'/nula viscosa sont riches en acides phénoliques et
flavonoides, une composition similaire a celle généralement rapportée pour les especes du genre
Inula. Ces composés ont déja été identifiés dans des travaux antérieurs. A titre d’exemple,
Kheyar-Kraouche ez al. (2018) ont montré que l'extrait éthanolique d'/nula viscosa provenant
de Bejaia (Algérie) contient de la quercétine, I'acide gallique, et de la catéchine. De méme,
Brahmi-Chendouh er al. (2019) ont identifié, dans un extrait méthanolique des feuilles
récoltées dans cette méme région, la présence de composés phénoliques majeurs tels que 1’acide
caféique, la rutine, la quercétine et le kaempférol. Par ailleurs, Asraoui ef al. (2021) a révelé
que I’extrait méthanolique d’/nula viscosa du Maroc renferme également de 1’acide caféique
(157,7 mg/kg) et de la quercétine (384,7 mg/kg). Plus récemment, Eruygur et al. (2024) ont
rapporté que l'extrait méthanolique de /nula viscosa L. de la Turquie contient une diversité de
composés phénoliques, incluant l'acide gallique (1,60mg/L), la catéchine (2,14mg/L), acide
vanilique (1,92mg/L), acide coumarique (1,44mg/L), acide férulique (1,44mg/L), acide
chlorogénique (2,15mg/L), rutine (1,09mg/L), quercétine (1,16mg/L), 1’apigénine (0,96mg/L)
et le Kaempferol (1,49mg/L). En outre, différents acides phénoliques et flavonoides ont été

identifiés dans genre /nula (Ceylan et al., 2021; Rhimi ef al., 2017; Trimech et al., 2014).
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Chapitre VIII : Activités Biologiques

Dans cette étude, nous entreprendrons 1’évaluation des activités antioxydante et anti-
inflammatoire de la L1, ainsi que les extraits d’/nula viscosa L. Cette double approche permettra
non seulement de mieux comprendre les contributions respectives de la molécule et des extraits
a I’activité biologique globale mais aussi de valoriser le potentiel pharmacologique de la

molécule et des extraits en tant qu’agent antioxydant et anti-inflammatoire.

VIIL1. Evaluation de I’activité antioxydante

L’évaluation de I’activité antioxydante est une étape essentielle dans divers domaines de la
recherche biomédicale, pharmaceutique, agroalimentaire et environnementale. Elle vise a
mesurer la capacité d’un composé ou d’un extrait naturel a neutraliser les espéces réactives de
I’oxygene (ROS) et/ou de I’azote (RNS), responsables du stress oxydatif (Apak et al., 2016).
VIIL.1.1. Essai de piégeage du radical libre le 2, 2-diphényl 1picrylhydrazyl (DPPH)

Le test DPPH est une technique couramment utilisée pour évaluer les propriétés antioxydantes
de différentes substances en évaluant leur capacité a neutraliser les radicaux libres. Cette
méthode est privilégi¢e en raison de sa facilit¢ d'utilisation, de sa fiabilité et de sa rapidité
d'obtention des résultats. Le radical DPPH est un radical libre stable caractérisé par une teinte
violet foncé en solution, qui diminue lorsqu'il est réduit par un antioxydant. L'ampleur du
changement de couleur refléte la capacité de I'antioxydant a capter les radicaux libres (Avelino,
2024).

200uL de la solution de la molécule ou les extraits a différentes concentrations a été ajouté a
800uL d'une solution de 2.2-diphény 1-picryl-hydrazyl (DPPH) (6mg/100mL) dans du
méthanol. L'absorbance (Abs) de I'échantillon a été lue a 517nm apres une incubation de 30
min a température ambiante dans l'obscurité (Li ef al., 2007) (figure 19). L'activité de pi¢geage
des radicaux DPPH a été exprimée en tant que ’activité antiradicalaire ou I’inhibition des

radicaux libres en pourcentages en utilisant la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition = [(AbS Controle négatif — ADbS Echantillon /AbS Controle négatif)] x 100
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-r S 4 Oy @

4000 pg/ml 2000 pg/ml 1000 pg/ml 500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml 62,5 pg/ml

1. Faire une série de dilution décimale de la molécule a partir de la solution meére d’une concentration de 4mg/ml

2. Mettre dans chaque tube 2001 3. Les tubes sont incubés a 4. Apres incubation lire
de chaque dilution et 800ul de la 37° pendant 30 min I’absorbance a 517 nm
solution de DPPH & une

concentration de 6mg/100ml

(I’expérience est répétée en

triplicatas pour chaque dilution)

NB : Trois répétitions pour chaque échantillon sont nécessaires pour confirmer les résultats

Figure 19: Schéma du protocole de I’essai de piégeage du radical libre le 2, 2-diphényl
Ipicrylhydrazyl (DPPH) (Li et al., 2007).
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VIIL.2. Evaluation de I’activité de I’activité Anti-inflammatoire

L’¢évaluation in vitro des propriétés anti-inflammatoires de diverses substances représente une
méthode précieuse pour examiner leur capacité a prévenir la dénaturation des protéines, un
phénomene clé dans les processus inflammatoires. En effet, la dénaturation des protéines,
souvent causée par des stress oxydatifs ou des perturbations environnementales, peut entrainer

une altération fonctionnelle de protéines cruciales impliquées dans la régulation de

I’inflammation (Abbas et al., 2022).
VIII.2.1. Essai de la dénaturation de I’albumine bovine (BSA)

L'évaluation des propriétés anti-inflammatoires de la molécule et des extraits d’/nula viscosa
¢valuée a I’aide du test de stabilisation de 1I’albumine sérique bovine (BSA), basé sur la capacité
des échantillons a inhiber la dénaturation thermique des protéines, un mécanisme considéré
comme analogue a certaines réactions inflammatoires in vivo (Nirmala et al., 2023).

L'activité anti-inflammatoire in vitro de la molécule et des extraits a été déterminée en utilisant
le test de dénaturation des protéines de I'albumine sérique bovine (BSA) selon Lekouaghet ef
al. (2020). Pour chaque concentration de 1’échantillon a tester ou le standard (Diclofénac 75
mg/3mL), 0,5 mL de solution de BSA (0,2%) préparée dans un tampon Tris (pH 6,8) ont été
ajoutés. Les échantillons ont été incubés dans une étuve a 37 °C pendant 15 minutes, puis
immergés dans un bain-marie a 72 °C pendant 5 minutes (figure 20). Apres refroidissement des
tubes, la turbidité¢ a ét¢ mesurée a 660 nm par un spectrophotometre et le pourcentage

d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé en utilisant I'équation suivante :

Pourcentage d’inhibition = [(Abs controle négatif — AbS Fchantilion) / AbS Controle négatif] X 100
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Figure 20: Représentation schématique du protocole de 1’essai de la dénaturation de
I’albumine bovine (BSA) (Lekouaghet et al., 2020)
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VIIIL.3. Résultats et discussion

VIIL.3.1. Essai de piégeage du radical libre le 2, 2-diphényl 1picrylhydrazyl (DPPH)
VIIL.3.1.1. La molécule L1 : 3-(2-chloroacetyl) oxazolidin-2-one
La capacité antioxydante du composé L1 (3 (2-chloroacétyl) oxazolidin-2-one) représenté

par le pourcentage d’activité de piégeage des radicaux par la figure 21.
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Figure 21: Activité de piégeage des radicaux libres de la molécule L1
Les énoncées de la figure 21 relatif a 1'efficacité de la molécule L1 a neutraliser les radicaux
libres indiquent que ce composé présente un effet antioxydant maximal de 72,36 % a la
concentration de 4000 pg/mL, qui reste inférieur a celui de 'acide ascorbique avec 97,35 %.
VIIL3.1.1.1. Calcul de la ICso

La capacité antioxydante de la L1 a été quantifiée a l'aide des valeurs d'ICso. Les valeurs d'ICso

obtenues sont les suivantes :

Tableau 6: ICso de la molécule et de 1'acide ascorbique

Test DPPH
ICso0  Acide ascorbique (AA) L1
pg/mL 1,96 + 0,01 5,24 + 0,02

ICso : la concentration requise pour inhiber 50 % du DPPH présent dans le
milieu., AA : Acide ascorbique, L1 : 3-(2-chloroacetyl) oxazolidin-2-one

Selon les travaux de Benzaid et al. (2019), la capacité réductrice d'un composé peut servir
d'indicateur de son activité antioxydante. Cette capacité est déterminée a partir des ICso,
représentant la concentration du composé et de l'acide ascorbique nécessaire pour inhiber 50 %

du DPPH présent dans le milieu. Comme le montre le tableau 6, la comparaison de l'activité de
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piégeage du DPPH du composé (5,24 £+ 0,02 pg/mL) avec celle exprimée par 1'antioxydant de
référence, 1'acide ascorbique (1,96 £ 0,01 pg/mL), a révélé que la molécule présentait des effets
antioxydants modérés par rapport a l'acide ascorbique. En fait, 1'effet antioxydant de notre
compos¢ était environ 3 fois inférieur a celui de ce dernier.

Le test DPPH est couramment utilis¢ pour évaluer l'activit¢ antioxydante en mesurant la
capacité a piéger les radicaux libres, ce qui est important pour réduire les dommages causés par
le stress oxydatif (Benzaid et al., 2019).

Les oxazolidinones sont réputés pour leurs diverses activités biologiques, notamment leurs
propriétés antioxydantes. Des recherches récentes ont synthétisé divers dérivés des
oxazolidinones et testé leurs effets antioxydants en utilisant le test DPPH. Par exemple, la
création de dérivés substitués en C5 de la 4-thioxothiazolidin-2-one et de la 4-iminothiazolidin-
2-one a montré des propriétés antioxydantes significatives, démontrant un fort impact sur le
piégeage des radicaux DPPH (Merazka et al., 2023). De plus, les études menées par Ghrab et
al. (2017); Kaur et al. (2016) ct Dong et al. (2012) sur des dérivés de la méme famille
(oxazolidinones) confirment nos résultats, soulignant le potentiel antioxydant de cette famille

de composés.

VIIL3.1.2. Les extraits de Inula viscosa L.
La figure 22 illustre le pourcentage de pouvoir antioxydant des deux extraits dérivés de Inula
viscosa L..
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Figure 22: Activité de piégeage des radicaux libres des extraits de /nula viscosa L.

Les résultats illustrés sur la figure 22 indiquent que les extraits aqueux et méthanoliques

présentent une activité antiradicalaire qui dépend de la dose, I'efficacité augmentant & mesure
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que la concentration de chaque extrait augmente. Il est a noter que l'extrait méthanolique
présente un niveau d'activité antiradicalaire remarquable, atteignant un taux d'inhibition de
93,35 %, tandis que ’acide ascorbique a atteint un pourcentage 1égérement plus élevé de 97,35
%. Inversement, 1'extrait aqueux présente un niveau d'activité plus modéré, présentant un taux

d'inhibition de 67,16 %.

VIIL3.1.2.1. Calcul de 1a ICso
L'évaluation de la capacité antioxydante des extraits a été réalisée en quantifiant leurs valeurs
de ICso, qui servent d'indicateurs du niveau de concentration nécessaire pour inhiber 50% du

DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) présent lors de I’expérimentation.

Tableau 7: ICso des extraits de la plante et de l'acide ascorbique

Test DPPH
ICsoin pg/mL  Acide ascorbique (AA) AEIV MEIV
1,96 £ 0,01 5,58 £ 0,34 3,76 £0,15

ICso : la concentration requise pour inhiber 50 % du DPPH présent dans le milieu, AA : Acide ascorbique,
AEMI : Extrait aqueux, MEIV : Extrait méthanolique

Ces résultats indiquent que les extraits méthanoliques et aqueux possédent des capacités
antioxydantes, avec un taux plus élevé observé dans l'extrait méthanolique avec une ICso de
3,76 £ 0,15 pg/mL. Il convient de noter que l'activité antioxydante de ces deux extraits est
comparable a celle de 'acide ascorbique avec une ICso de 1,96+ 0,01 pg/mL. Des recherches
antérieures suggerent que l'activité antioxydante des extraits de plantes est liée a leur teneur en
composés phénoliques, ce qui indique une relation de cause a effet directe, principalement
attribuée aux caractéristiques d'oxydoréduction des composés phénoliques, qui peuvent jouer
un role important dans la neutralisation des radicaux libres grace a leur capacité donneuse
d'hydrogeéne (Ceylan et al., 2021; Tichati ez al., 2022).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Eruygur ef al. (2024) ou I’extrait méthanolique
d’Inula viscosa présentait un activité anti radicalaire significative attribuées a sa forte teneur en
composés phénoliques (236,78 + 7,63 mg EAG/g ES) et en flavonoides (94,36 = 1,86 mg EQ/g
ES) ; et ceux de Kesim et Yildiztekin (2023); Okmen et al. (2023) appuyant nos résultats ou
l'extrait méthanolique d'Inula viscosa présentait 1'activité antioxydante la plus élevée parmi les
différents extraits de solvants, avec des résultats remarquables dans le test DPPH.

Parallélement, Spiegel ez al. (2020), Ceylan et al. (2021) et (Gao et al., 2022) ont démontré
que les acides phénoliques tels que 1’acide gallique, I’acide vanillique, I'acide chlorogénique,

l'acide caféique, sont connus pour leur activité antioxydante due aux groupes hydroxyles, qui
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améliorent leur capacité a donner des atomes d'hydrogene et a stabiliser les radicaux libres. De
méme, Chen et al. (2020) a souligné que I’acide férulique démontre une activité antioxydante
significative, attribuée a ses groupes méthoxy et hydroxyle qui facilitent le don d'électrons.
D’autres études menée par Hossein Maleki ef al. (2022) et Ceylan et al. (2021) sur I’activité
antioxydante des flavonoides suggerent que la rutine, de la myricétine, de la quercétine, de la
catéchine, de l'apigénine, de la quercitrine, de la lutéoline, du kaempférol et de I'isoquercitrine
présentent un pouvoir anti-radicalaire important en raison de ses multiples groupes hydroxyles,
qui renforcent sa capacité a piéger les radicaux. Le rapprochement avec nos résultats avec ceux

de la littérature révele une concordance, venant étayer la pertinence de notre analyse.

VIIIL.3.2. Activité anti-inflammatoire : Essai de la dénaturation de I’albumine bovine
(BSA)
Les résultats de l'activité anti-inflammatoire in vitro de la molécule L1 et les extrais de Inula

viscosa L. sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8: Inhibition de la dénaturation du BSA par la molécule, les extraits d’Inula viscosa
et le Diclofénac sodique standard (2-acide éthanoique)

Concentration Pourcentage d’inhibition %
en pg/mL Diclofénac L1 AEIV MEIV
(75 mg/3mL)
2500 97,22 £2,52 84,38 5,11 91,76 +1,77 74,36+ 1,39
2000 92,24 +£391 77,21 +£0,76  87,12+0,76 63,54 +3,13
1500 78,49 £ 1,72 64,4+1,77 86,36 £3,63 57,91+4,23
1000 57,12 £ 0,65 59,88 +0,78 77,93+0,78 45,28 +2,35
500 3431 +£3,15 27,43 £3,63 52,46+1,77 28,30+1,54
250 27,70 £ 0,24 19,16 £ 1,12 44,59+0,67 17,90+ 0,63
125 18,67 £ 1,88 10,15+0,67 27,58+1,12 12,25+1,20

L1 : 3- (2-chloroacétyl) oxazolidin-2-one, AEIV : Extrait aqueux, MEIV : Extrait méthanolique,
BSA : Albumine sérique bovine

La dénaturation des protéines résulte de la modification des liaisons électrostatiques,
hydrogene, hydrophobes et disulfure qui maintiennent leur structure tridimensionnelle. Ce
phénomene perturbe les interactions cruciales responsables de la conformation spatiale
naturelle des protéines, conduisant ainsi a la perte de leurs propriétés fonctionnelles. Cette
altération peut étre provoquée par divers facteurs tels que la chaleur, les pH extrémes, les
solvants organiques, ainsi que d'autres agents physiques et chimiques (Malarkani et al., 2018;

Park et al., 2018).
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VIIL.3.2.1. Inhibition de la dénaturation de I’albumine bovine par la molécule L1

Les résultats révelent une corrélation entre le taux d'inhibition de la dénaturation de la BSA
(0,2 %) et la concentration de L1. Ces résultats sont proches a celles du diclofénac (75 mg/3mL)
traitement standard. Le taux d'inhibition présentait une variabilité comprise entre 10,15 + 0,67
% et 84,38 £ 0,67 % pour L1, et entre 18,67 = 1,88 % et 97,22 = 2,52 % pour le diclofénac La
variation des pourcentages d'inhibition met en évidence I’impact des différentes concentrations
du composé sur la dénaturation de la BSA.

Les oxazolidinones, une classe d'antibiotiques synthétiques, montrent des effets anti-
inflammatoires significatifs par divers mécanismes (Brenciani et al, 2022), bien que la
recherche se soit initialement concentrée sur leurs propriétés antimicrobiennes, il existe un
intérét croissant pour leur activité anti-inflammatoire potentielle, directement ou par le controle
des infections. Les dérivés de 1'oxazolone, similaires aux oxazolidinones, ont aussi démontré
des effets anti-inflammatoires significatifs, surtout lorsqu'ils sont combinés a d'autres agents
pour traiter les pathologies cutanées (Chen et al., 2015; Diaz et al., 2014).

Nargund et al. (1994) ont indiqué que des composés structurellement similaires aux
oxazolidinones, tels que les dérivés 1,3,4-oxadiazoles, ont montré une activité anti-
inflammatoire en inhibant la dénaturation de la BSA a une concentration de 1 mM, présentaient
une inhibition de la dénaturation de la BSA variant de 27,1 % a 66,3 %.

De plus, des inhibiteurs sélectifs du facteur de coagulation Xa, particulicrement les
oxazolidinones, ont été explorés pour traiter les affections inflammatoires du tractus gastro-
intestinal, la maladie cceliaque, et les événements thromboemboliques (Von Degenfeld et al.,
2011). A cet effet, Maheswari ef al. (2023), ont confirmé que les oxazolidinones interférent
avec la production de protéines en interagissant avec la sous-unité ribosomique 50S, ce qui
impacte la synthése des leucotrienes et régule I'inflammation. Ces composés suppriment aussi
la production de médiateurs inflammatoires tels que I''NOS et la COX-2, et inhibent le NF-«xB,
un facteur de transcription clé dans la réponse inflammatoire (Lim et al., 2009; Phillips ez al.,
2020).

En outre, les travaux de Stamford Henrique da Silva Guerra (2011) ont démontré que les
dérivés indole-imidazolidine modulent les réponses immunitaires en réduisant les cytokines
pro-inflammatoires comme le TNF-a et I'IL-1p, et inhibent la migration des leucocytes dans
divers mode¢les d'inflammation. Ces études soulignent le potentiel des oxazolidinones et de leurs
dérivés pour le développement de nouveaux traitements anti-inflammatoires (Ghafoori et al.,

2017).
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VIIL.3.2.2. Inhibition de la dénaturation de I’albumine bovine par Inula viscosa L.

Les résultats présentés dans le tableau 8 indiquent que I'extrait aqueux présentait des taux
d'inhibition proches a ceux observés avec I’anti-inflammatoire de référence. Les pourcentages
d'inhibition variaient notamment de 27,58 + 1,12 % a 91,76 £ 1,77 % pour l'extrait aqueux,
tandis que le diclofénac présentait des pourcentages d'inhibition allant de 18,67 + 1,88 % a
97,22 + 2,52 %. En revanche, I'extrait méthanolique présentait des taux d'inhibition allant de
12,25 + 1,20 % a 74,36 = 1,39 %, qui sont nettement inférieurs aux taux d'inhibition atteints par
le standard positif. Le potentiel anti-inflammatoire de /nula viscosa est confirmé par son
utilisation traditionnelle dans le traitement de maladies telles que 1'inflammation, la bronchite
et les rhumatismes, qui sont souvent lié¢ a des processus inflammatoires (Bouyahya et al., 2018;
Kheyar et al., 2022; Uckaya, 2022).

Une recherche de Lounis ef al. (2018) a testé la capacité de l'extrait aqueux d'/nula viscosa a
présenter des propriétés anti-inflammatoires. L'étude a révélé que cet extrait était efficace pour
supprimer la production d'oxyde nitrique et I'expression inductible de I'oxyde nitrique synthase
dans les macrophages stimulés par les lipopolysaccharides. De plus, plusieurs études ont
exploré les activités anti-inflammatoires des acides phénoliques identifiés dans notre extrait.
L’acide quinique a démontré une activité anti-inflammatoire en inhibant le facteur de
transcription pro inflammatoire NF-xB (Zeng, 2010)

Spadafranca et al. (2007) et Shara et Stohs (2015) ont montré que l'acide salicylique est
largement reconnu pour ses propriétés anti-inflammatoires. Il est couramment utilisé pour
traiter divers problémes cutanés inflammatoires, aidant a réduire les rougeurs et les
inflammations de la peau. Ces résultats suggerent que 1'extrait aqueux a le potentiel de réguler
les réponses inflammatoires au niveau cellulaire.

D’autres chercheurs Eruygur et al. (2024); Kheyar et al. (2022); Ouahchia et al. (2020);
Rechek et al. (2023) ont démontré que I'extrait méthanolique d'/nula viscosa. présente une
activité anti-inflammatoire multiforme, soutenue par ses propriétés antioxydantes, son
inhibition enzymatique, sa réduction des marqueurs pro-inflammatoires et ses effets
analgésiques, ce qui en fait un candidat prometteur pour le développement de thérapies anti-
inflammatoires.

Dans le méme contexte , Xie ef al. (2024) a démontré que les acides phénoliques identifiées
dans notre extrait présentaient un pouvoir anti-inflammatoire notable, 1'acide gallique inhibe la
voie NF-f, réduisant ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires telles que 1'l[L-1 et
le TNF-q, et ’acide coumarique réduit 1'inflammation en interférant avec la voie NF-B et en

diminuant la production de cytokines. D’autres études ont également démontré 1’effet anti-
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inflammatoire des flavonoides identifiés dans notre extrait. Rakotondrabe et al. (2023) indiqué
que la rutine démontre une activité anti-inflammatoire en inhibant la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires et en modulant la voie NF-f. Al-Khayri ef al. (2022); Park et al. (2024) ont
souligné que la quercétine, 1’apigénine et le kaempférol présentent de puissants effets anti-
inflammatoires en inhibant la production de médiateurs inflammatoires et d'enzymes comme la

COX-2 et I'oxyde nitrique synthase inductible.

91



Chapitre VIII : Evaluation De

I’ Activité Antimicrobienne



Evaluation De L’activité Antimicrobienne

Chapitre IX : Evaluation de ’activité antimicrobienne

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne de diverses substances revét une importance
capitale dans la recherche de nouveaux agents thérapeutiques et dans I’optimisation des
traitements contre les infections provoquées par des micro-organismes pathogenes. Ce
processus permet de déterminer 1’efficacité d’une substance, qu’il s’agisse d’un composé
naturel, d’'un médicament déja existant ou d’une molécule novatrice, a inhiber ou a éradiquer

la prolifération microbienne.

IX.1. Les souches microbiennes

IX.1.1. Prélévements et échantillonnage

Les échantillons ont été prélevés au service de réanimation chirurgicale du Centre hospitalier
universitaire d'Annaba- Algérie, a partir de divers dispositifs médicaux utilisés par les patients
admis dans le service, notamment des cathéters urinaires, des sondes buccales, des sondes
bronchiques, sondes nasogastriques, sondes d'aspiration bronchique et des cathéters veineux.
Au total, 40 patients ont été inclus dans le processus d'échantillonnage mené entre décembre
2021 et avril 2022. Apres un prélévement aseptique, les dispositifs collectés ont été placés dans
des flacons stériles, transportés dans une glaciere, puis rapidement acheminés vers le laboratoire

pour analyse.

IX.1.2. Isolement des souches microbiennes étudiée

Les échantillons ont ét¢ découpés aseptiquement a 1’aide d’une lame de scalpel en petits
fragments et déposés soigneusement a 1’aide d’une pince stérile sur la surface du milieu gélose
Nutritive (GN) et gélose Sabouraud (GS) préalablement coulés dans des boites de Pétri. Ces
boites ont ét¢ soumise a une période d'incubation de 24 heures a 37 °C pour la gélose Nutritive
et de 48h pour la gélose Sabouraud. Les manipulations ont été réalisées au niveau du
Laboratoire de Microbiologie et Biologie Moléculaire (LMBM), département de Biochimie,

faculté des Sciences, Université Badji Mokhtar Annaba.

IX.1.3. Purification et identification des souches

La purification et I’identification des souches ont été réalisés selon les méthodes
conventionnelles. Aprés la période d'incubation, une détermination de la morphologie des
colonies observées sur les milieux de culture est réalisée. Dans les cas ou plusieurs types de

colonies sont présents dans les boites, la souche est purifi¢e par des repiquages successifs sur
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divers milieux de culture, notamment : gélose Baird Parker, gélose au Cétrimide, gélose
Chapman, 'Hektoen, gélose au Sang Cuit, gélose Sabouraud et gélose Chromagar orientation.

- Les boites de Chapman, Hektoen, Chromagar, Baird Parker et Cétrimide sont incubées a
37°C pendant 24 heures.

- Les boites de gélose Sabouraud a 37°C pendant 48 heures.

- Les boites de gélose au Sang Cuit sont incubées dans une jarre afin d” assurer I’ anaérobiose
puis incubées a 37°C pendant 24 heures. Les souches ont été identifiées au moyen d'une série
d'examens utilisant des méthodologies microscopiques, macroscopiques et biochimiques. Ces
tests comprenaient la coloration de Gram, le test d'oxydase, le test de catalase, le test de
coagulase, l'utilisation du systéme galerie API, y compris I'API 20E, I'API 20NE, I'API Staph
et I’ API Strep, ainsi que 1’automate VITEK. (Voir Annexe 16)

IX.1.4. Détermination du profil de résistance des souches

L’¢évaluation de la résistance des souches microbiennes aux antibiotiques et aux antifongiques
est indispensable pour identifier les limites des traitements actuels et pour orienter la recherche
vers de nouvelles alternatives thérapeutiques. Face a I’émergence croissante de souches multi-
résistantes, cette approche permet non seulement de surveiller 1’évolution des profils de
résistance, mais aussi de justifier le développement de nouveaux agents antimicrobiens (Sader

etal., 2019; Terreni et al., 2021).

[X.1.4.1. Antibiogramme standard

Un antibiogramme conventionnel a ¢été réalis¢ a l'aide d'un panel de 20 antibiotiques,
conformément aux directives fournies par le CASFM (2022), dans le but de déterminer les
profils de sensibilité ou de résistance de différents isolats cliniques.

e Principe

L'antibiogramme classique est un test de laboratoire réalisé in vitro afin d’évaluer la sensibilité
d'un microorganisme a un ou plusieurs antibiotiques par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé (Jehl et al., 2015).

L'approche consiste a placer des disques d'antibiotiques sur la surface de la gélose Muller
Hinton (MH) dans des boites de Pétri, qui ont été préalablement inoculées avec la souche
spécifique destinée a l'analyse (figure 23). Ces disques sont imprégnés d'une quantité précise
d'antibiotique, ce qui garantit que les niveaux de diffusion dans la gélose imitent les
concentrations thérapeutiques atteintes par les schémas posologiques standard. Apres la période

d'incubation, les boites de Pétri seront examinées.
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3. Déposer  les disques
d’antibiotiques sur la surface a
I’aide d’une pince stérile d’une
facon a respecter une distance de
25 a 30 mm.

5. Apres la durée de I’incubation, I’absence de la croissance
des microorganismes se traduits par un halo translucide
autour du disque dont le diamétre est mesuré a 1’aide d’une

NB : Trois répétitions sont nécessaires pour confirmer les résultats obtenus.

Figure 23: Etapes expérimentales de l'antibiogramme (Jehl et al., 2015)
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[X.1.4.2. Antifongigramme standard

La sensibilité aux antifongiques a été réévaluée a 1'aide de la technique commerciale appelée
E-test en utilisant quatre antifongiques couramment utilisés dans le traitement des candidémies,
a savoir I'"Amphotéricine B (AM-B), le Fluconazole (FCZ), le Voriconazole (VCZ) et la
Micafungine (MICA). Cette approche inteégre les concepts de diffusion et de dilution a base de
gélose pour déterminer la concentration inhibitrice minimale des agents antifongiques,
recommandée par le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), comme représenté par
la figure 24 (Lakhmawar et al., 2015; Maurya et al., 2024).

e Principe

Le principe du E-test (Epsilometer Test) consiste a placer une bandelette en plastique
contenant un gradient de concentration d'antifongique sur une plaque de gélose RPMI qui a été
inoculée avec une suspension fongique a évaluer. Apres la période d'incubation, deux mesures
sont effectuées : une évaluation initiale a 24 heures et une évaluation concluante a 48 heures.
La concentration inhibitrice minimale est déterminée en identifiant le point ou la zone elliptique

d'inhibition croise la bandelette (Dannaoui et Espinel-Ingroff, 2019).
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1. Couler le milieu en 2. Ensemencer les boites 3. Appliquer la bandelette sur la surface de

surfusion dans les boites de avec u’n éCOUVil,lf)n stérile la gélose avec I'échelle vers le haut et le code
trempé dans I’inoculum de la bandelette vers I'extérieur de la plaque,

Pétri a une épaisseur de 4mm .
(DO entre 0.08 et 0.1 a en la pressant avec une pince stérile sur la

environ.

600nm). surface de la gélose et s'assurer que toute la
longueur du gradient antifongique est en
contact complet avec la surface de la gélose.
s = B Ly
4 Mettre les boites a 5. Apres incubation, une ellipse d'inhibition symétrique centrée
I'étuve & 37 °C pendant 24 le long de la bande est formée. La CMI est lue directement sur

I'échelle en pg/ml au point ou le bord de I'ellipse d'inhibition
coupe la bandelette de test CMI

NB : Trois répétitions sont nécessaires pour confirmer les résultats obtenus.

Figure 24 : Etapes expérimentales de I’antifongigramme (Dannaoui et Espinel-Ingroff, 2019)
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IX.2. Etude du comportement hydrophobe des souches

L'étude du comportement hydrophobe et du caractére acido-basique des cellules microbiennes
est cruciale pour comprendre leurs interactions avec l'environnement, les surfaces et d'autres
substances. L'hydrophobicité, ou comportement hydrofuge, est une propriété clé qui influence
I'adhésion microbienne, la formation de biofilms et la survie dans diverses niches écologiques.
De méme, le caractére acido-basique des surfaces microbiennes joue un réle important dans
leur réactivité chimique, leurs échanges d'ions et leurs interactions avec les particules chargées
(Claessens et al., 2006; Danchik et Casadevall, 2021; Janvier et al., 2024; Krasowska et
Sigler, 2014).

e Principe

La technique d'adhésion microbienne aux solvants (MATS) est une méthode utilisée pour
caractériser les propriétés de surface des cellules microbiennes, en particulier leur
hydrophobicité et leurs caractéristiques de donneur/accepteur d'électrons (Hamadi et
Latrache, 2008; Zanane et al., 2023).
Cette technique consiste a comparer l'affinité des cellules microbiennes pour un solvant polaire
avec un solvant apolaire, ou le solvant polaire peut étre acide (accepteur d'électrons) ou basique
(donneur d'électrons), et les deux solvants doivent avoir une tension de surface similaire a celle
des composants de Kifshitz Van der Waals (Zanane et al., 2023). L’approche expérimentale

est représentée par la figure 25.
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N
=

1. Préparer une suspension 2. Centrifuger a 5000t/min 3. Mesurer I'absorbance (A0) du culot cellulaire

microbienne trés dense pendant 15 minutes remis en suspension dans du PBS a 600 nm

Il Y

'

4. Ajouter 0,4mL de solvant 2,4 mL de 5. Mesurer 1’absorbance de la phase aqueuse

suspension cellulaire, Agiter 90 secondes (A1) apres séparation des phases a 600 nm

NB : Trois répétitions pour chaque échantillon sont nécessaires pour confirmer les résultats

Figure 25: Etapes expérimentales de la détermination de I’hydrophobicité des souches par la
méthode MATS (Zanane et al., 2023)
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Screening de I’activité antimicrobienne

IX.2.1. Préculture des souches microbiennes

A partir des boites de Pétri contenant les souches d’intérét, un repiquage a été effectué afin
d’obtenir des cultures pures et jeunes. Les échantillons ont été transférés sur des milieux de
culture adaptés : gélose Nutritive (GN) pour les bactéries et gélose Sabouraud (GS)
supplémentée en Chloramphénicol pour les levures. L’incubation a été réalisée a 37°C pendant
24 heures pour les bactéries et 48 heures pour les levures, afin de favoriser une croissance

optimale.

IX.2.2. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure jeune de 18 a 24h sur le milieu d’isolement approprié (GN pour les
bactéries et GS pour les levures), une suspension microbienne dans 1’eau physiologique stérile
(0,9 % NaCl) est préparée dont la densité optique est ajustée a 0, 08 a 0,1 a 600 nm,
correspondant a (1x10® UFC/mL) Mc Farland (Boughendjioua, 2017).

IX.2.3. Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion

[X.2.3.1. Préparation des solutions méres

- Une solution de la molécule L1 a été préparée selon le protocole décrit par Bahadi ef
al. (2023) en dissolvant 4 mg du composé dans 1 mL de diméthylsulfoxyde (DMSO).
La dissolution a été facilitée par agitation au vortex jusqu’a obtention d’une solution
homogéne.

- Préparation de la solution des extraits de la plante : 4mg de chaque extrait ont été
pesés, puis transférés dans des tubes a essai. Un volume de 1 mL de DMSO a ét¢ ajouté
pour la solubilisation de I’extrait méthanolique, tandis que 1 mL d’eau distillée a été

utilisé pour I’extrait aqueux.

X.2.3.2. Evaluation de activité antimicrobienne

La technique de diffusion sur puits d'agar a été employée conformément a la méthode décrite
par Bouyahya et al. (2017a). Des puits de huit milliméetres de diametre ont été creusés de fagon
aseptique dans la gélose MH et GS a I’aide de billes en verre stériles. La surface de la gélose a
ensuite été ensemencée avec un inoculum microbien établi a une densité optique (DO) comprise
entre 0,08 et 0,1 a une longueur d’onde de 600 nm. Chaque puits a été rempli par 100 pL des
solutions a testées (molécule ou extraits).

Le DMSO et I’eau distillée ont servi de témoins négatifs, tandis que I’antibiogramme et

I’antifongigramme ont été utilisé comme témoins positifs dans cette étude.
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Les cultures ont ét¢ incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries et 48h pour les levures,
l'efficacité antimicrobienne des échantillons testée a été évaluée en mesurant le diamétre de la
zone d'inhibition (DZI). Cette zone est caractérisée par un halo translucide entourant les puits
apres l'incubation (Bahadi ef al., 2023). L’approche expérimentale adoptée est schématisée

dans la figure 26.
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1. Couler le milieu en
surfusion dans les boites de
Pétri a une épaisseur de
4mm environ.

-

4. Ensemencer les boites
avec un écouvillon stérile
trempé dans 1’inoculum.
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~

.

2. Jeter les billes en verre stériles
dont le diamétre est de 8mm a ’aide
d’une pince stérile d’une fagon a
respecter une distance de 25 a 30 mm

entre les puits

5. Les puits creusés dans la gélose
vont étre rempli par 100ul des
¢chantillons a tester

3. Laisser la gélose
refroidir puis retirer les
billes a 1’aide d’une
pince stérile et les puits
sont donc réalisés

6. Mettre les boites a 1'étuve a 37
°C pendant 24 heures pour les
bactéries et 48h pour les levures.

7. Aprés la durée de I’incubation, I’absence de la croissance des

microorganismes se traduits par un halo translucide autour du puit
dont le diamétre est mesuré a I’aide d’une regle (en mm).

NB : Trois répétitions pour chaque échantillon sont nécessaires pour confirmer les résultats

Figure 26: Schéma expérimental de I’évaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion

(Bouyahya et al., 2017a)
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[X.2.3.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice

Les concentrations inhibitrices minimales (CMI) des extraits d'/nula viscosa L. et de L1 ont
¢été déterminées pour toutes les souches présentant une sensibilité aux extraits et au composé en
utilisant la méthode de micro-dilution dans des microplaques a 96 puits (figure 27), comme
indiqué par Rahmoun ef al. (2010). Une série de dilutions a été initiée avec une concentration
initiale de 4 mg/mL. Des dilutions décimales ont été effectuées comme suit : 1/2, 1/4,1/8, 1/16,
1/32, 1/64, 1/128 et 1/256. Pour chaque puit, introduire 100 uLL d’inoculum bactérien et 100 pL
du composé correspondant a la plage de dilution a été ajouté. Aprés la période d'incubation a
une température de 37 °C pendant 24 pour les bactéries et 48 heures pour les levures, la CMI
a été identifiée comme étant la concentration présente dans le puits initial ou aucune croissance
n'était observée. Le contrdle positif a été caractéris¢é comme la suspension microbienne

dépourvue de toute substance supplémentaire.
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0 0 00000

200pL milieux 100pL milieux de culture 200uL suspension microbienne 100puL de suspension microbienne et 100puL
de culture et 100 ul du solvant DO entre 0,08 et 0,1 a 600nm de I’échantillon a différentes concentrations
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1. Inoculer la microplaque

©)
200uL milieux de 100pL milieux de culture et Croissance Absence de croissance
culture 100 puL du solvant microbienne microbienne

Q
.
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NB : Trois répétitions pour chaque échantillon sont nécessaires pour confirmer les résultats

Figure 27: Approche expérimentale de la détermination des concentrations minimales inhibitrices
(Rahmoun ef al.,2010)
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[X.2.3.4. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide/ Fongicide

La concentration minimale bactéricide/fongicide (CMB/F) fait référence a la plus faible
concentration d'une substance a laquelle un maximum de 0,01 % des microorganismes
survivent (Toty et al., 2013). A l'aide d'une boucle d’anse de platine, des échantillons provenant
des tubes ne présentant aucune croissance visible ont été extraits et inoculés sur de la gélose,
en commengant par le tube CMIL L'inoculation a été réalisée a l'aide de stries alignées
parallélement a la surface de la gélose. Les plaques ont ensuite été incubées a 37°C pendant une
durée de 24 heures. La CMB/F est définie comme la concentration minimale a laquelle toutes
les cellules microbiennes sont éradiquées, ce qui entraine 1'absence de colonies discernables sur
le milieu gélosé (Tsirinirindravo et Andrianarisoa, 2009). La figure 28 illustre I’approche
expérimentale mise en ceuvre.

Selon Marmonier (1990), une substance antimicrobienne est qualifiée de bactéricide lorsque
le rapport CMB/CMI est inférieur ou égal a quatre (<4). En revanche, si ce rapport est supérieur

a quatre (> 4), la substance est considérée comme bactériostatique.
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NB : Trois répétitions pour chaque échantillon sont nécessaires pour confirmer les résultats

Figure 28: Etapes opératoires de la détermination des concentrations minimales
Bactéricide/ Fongicide (Toty et al., 2013)
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[X.2.3.5. Screening de ’inhibition de la formation du biofilm

Pour tester 1'efficacité des extraits et de la molécule a inhiber la formation de biofilm de nos
isolats, la méthode classique de coloration au Cristal Violet (CV) sur des tubes en polystyréne
décrite par Djordjevic et al. (2002) et Hassan ef al. (2011) a ¢ét¢ adoptée (figure 29). La
concentration des échantillons a été ajustée en fonction des valeurs de la CMI Apres
solubilisation du CV fixé sur la paroi des tubes avec de I’éthanol la densité de la solution
obtenue est mesurée a 570 nm a 1’aide d’un spectrophotométre. La masse microbienne
accumulée au sein des biofilms formés est ainsi quantifiée. La quantité de colorant retenue étant

alors directement proportionnelle a la quantité des souches fixées.
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1. Introduire dans chaque tube 1ml de la suspension 2. Introduire dans chaque tube 500 pl de la
bactérienne a une DO de 0,4 2 600nm (Controle positif). suspension bactérienne a une DO de 0,4 a 600nm

Introduire dans chaque tube 1ml de milieux de culture et 500ul de TI’échantillon a tester aux
sans aucune addition et dans d’autre tubes 500ul de milieux concentrations CML.

de culture avec 500ul du solvant (Contrdles négatifs).

w
3. Aprés incubation a 37°C pendant 24 & 48 heures, 4. Ajouter 1 ml de Cristal violet (CV) a 0,1% et
vider les tubes et laver 3 fois a I’eau distillée et laisser incuber pendant 45 min.
sécher.

o
5. Rincer les tubes a l'eau distillée et laisser 6. Solubiliser le CV fixer sur la paroi avec
sécher. I’éthanol (1ml).

7. Lire la DO a 595nm a I’aide d’un spectrophotometre.
NB : Trois répétitions pour chaque échantillon sont nécessaires pour confirmer les résultats

Figure 29: Protocole expérimentale du screening de ’inhibition de la formation du biofilm,
M¢éthode du cristal violet (CV) (Djordjevic et al., 2002 ; Hassan et al., 2011)
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X.2.3.6. Evaluation de ’inhibition de la formation du biofilm

Pour évaluer I'efficacité des extraits et du composé dans la prévention de la formation de
biofilm par les souches testées, on a opté pour la méthode classique de coloration au Cristal
Violet (CV) sur des microplaques a 96 puits (figure 30) décrite par Christensen et al. (1985);
Musk et al. (2005). Les concentrations des échantillons ont été choisies en conformité avec les
valeurs de la CMI déterminées préalablement. L.’évaluation de 1'inhibition de la formation du

biofilm est calculée selon la formule suivante :

%= [(DO témoin négatif = DO test) / DO témoin négatif] x100
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6. Lire la DO a 595nm a I’aide d’un lecteur microplaque.

NB : Trois répétitions pour chaque échantillon sont nécessaires pour confirmer les résultats

Figure 30: Schéma expérimental de 1’évaluation de I’inhibition de la formation du biofilm
M¢éthode du cristal violet (CV) (Christensen et al., 1985; Musk et al., 2005)
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[X.2.3.7. Evaluation de ’inhibition de la motilité microbienne

La motilité microbienne a un impact sur la maniére dont les microorganismes interagissent
avec leur environnement, influencant ainsi des processus comme la chimiotaxie et l'absorption
de nutriments. Grace a des techniques d'imagerie avancées, telles que la microfluidique et la
microscopie accélérée, elle a amélioré notre compréhension de ces interactions dynamiques
(Son et al., 2015).

La motilité est associée a la pathogénicité car elle permet aux bactéries de se déplacer dans
I'environnement de 1'hote et d'établir des infections (Nakamura, 2019).

Les tests de motilité ont été réalisés conformément a la méthodologie de Geng et al. (2021),

avec de légeres modifications. La méthode consistait a inoculer des microorganismes sensibles
aux échantillons testés sur des plaques de gélose a essaim et a nager placées en un point central,
avec ou sans 100 pg/mL de substance d'essai. Par la suite, 1'étendue de la migration a été évaluée
aprés une incubation a 37 °C pendant 24 heures pour le test d'essaimage et 16 heures pour le

test de nage. L approche expérimentale suivie est représentée dans la figure 31.
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Controle Swimming (nage): Test : agar 0.3%, tryptone 1. Inoculation des plaques d’agar

agar 0.3%, tryptone 1% et 1%, NaCl 0.5% et 100 avec la souche microbienne en un

NaCl 0.5% pg/ml de D’échantillon a point central avec un cure-dent
tester

Controle Swarming (essaim): Test: agar 0.5%, peptone 1%, 1. Inoculation des plaques d’agar
agar 0.5%, peptone 1%, NaCl NaCl 0.5%, glucose 0.5% et 100 en un point central avec 5 pl de
0 5% et slicose 0 5% no/ml de ’échantillon a tester Ia suisnension microhienne

=7 )

[

2. Incuber les boites a 37°C pendant 24hur le test
Swarming et 16 heures pour le test Swimming.

3. Apres incubation, évaluer I'é¢tendue de la
migration avec une régle en mm.

NB : Trois répétitions pour chaque échantillon sont nécessaires pour confirmer les résultats

Figure 31: Schéma expérimental de I’évaluation de la motilité bactérienne (Geng et al., 2021)
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[X.2.3.8. Evaluation de I’activité anti-Quorum Sensing

Dans le but d’évaluer l'efficacité des extraits d'lnula viscosa L. et de la molécule L1 comme
agents anti-quorum sensing (QS), une expérimentation a ét¢ menée sur trois souches. Ces
souches comprenaient deux souches de références de Chromobacterium violaceum, a savoir C.

violaceum 026 et C. violaceum 31532, et une souche pathogene de Pseudomonas aeruginosa.
[X.2.3.8.1. Les souches Chromobacterium violaceum

[X.2.3.8.1.1. Screening de Dactivité anti-Quorum Sensing par Chromobacterium
violaceum

Le screening de ’activité anti-QS avec Chromobacterium violaceum 026 et Chromobacterium

violaceum 31532 a été réalisé selon la méthode décrite précédemment par Noumi ef al. (2023).

Cette méthode consiste a inoculer une microplaque de 96 puits avec une culture nocturne de
Chromobacterium violaceum a une DO de 0.4 a 600 nm dans le bouillon LB a différentes
concentrations des échantillons a tester (CMI/32 a la CMI). La culture de Chromobacterium
violaceum sans aucun ajout a servi de contréle positif. Le pourcentage d'inhibition de la

violacéine a été ensuite calculé en utilisant I'équation suivante :
Inhibition de la violacéine = [(DOsss Témoin — DOsss Echantilon) / DO585 Témoin ]X 100

[X.2.3.8.1.2. Quantification de production de violacéine par Chromobacterium violaceum

La quantification de la production de violacéine impactée par I’effet de Inula viscosa L. et de
L1 a ét¢ menée par spectrophotométrie, en suivant les protocoles détaillés dans des études
antérieures faite par Packiavathy ez al. (2013).

Les cultures de Chromobacterium violaceum, a une concentration de 1 x 108 UFC/mL, ont été
préparés dans du bouillon LB, avec et sans diverses concentrations sub-inhibitrices (sub-CMI)
des échantillons. Aprés une incubation de 18 heures a 30 °C, 1 mL de culture de chaque groupe
de traitement a été centrifugé a 10 000 rpm pendant 5 minutes pour éliminer les cellules.
Ensuite, le pigment violacéine présent dans le culot a été extrait en agitant vigoureusement avec
I mL de DMSO, suivi d'une centrifugation supplémentaire afin de séparer les cellules
bactériennes. La densité optique du surnageant a ensuite €té mesurée a 585 nm en utilisant le
DMSO comme le blanc, et ce a 1'aide d'un spectrophotoméetre SECOCAM.

Enfin, le pourcentage de croissance de la souche traitée a ét¢ comparé a celui du témoin non

traité en mesurant la densité optique (OD) a 600 nm.
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Quantification de la violacéine= [(DOg00Témoin — DO585 Echantilion) / DOs00 Témoin X100

1X.2.3.8.2. La souche Pseudomonas aeruginosa

[X.2.3.8.2.1. Dosage pour la production de pyocyanine

L'estimation quantitative de la pyocyanine a été réalisée dans un bouillon de Pseudomonas
(PB) (1,4 g/L de MgClI2, 10 g/L de K2SO4 et 20 g/L de peptone) pour quantifier la production
de pigment pyocyanine, comme décrite par Qais et Ahmad (2022) avec modifications
mineures : Pseudomonas aeruginosa a été cultivée en présence ou en absence de concentrations
sous- inhibitrices (500, 250, 125 ug/mL) de I’extrait et de la molécule a 37 °C avec agitation
pendant 18 heures. Aprés incubation, la culture bactérienne traitée ou non traitée a été
centrifugée (centrifugeuse de table haute vitesse Sigma 2-16KL) a 10 000 rmp pendant 10
minutes et le surnageant résultant (5 mL) a été mélangé avec 3 mL de chloroforme, suivi de
'ajout de 1 mL de HCI 0,2 M dans la phase organique. Apres centrifugation a 10 000 rmp
pendant 10 minutes, 1'absorbance de la couche supérieure rose ou rouge foncé a été enregistrée
a l'aide du spectrophotométre a 520 nm. La concentration de pyocyanine est obtenue en pg/mL

en multipliant 'OD 520 par 17,072.

[X.2.3.9. Dual Culture Quorum Sensing Assay

Le test Dual Culture Quorum Sensing Assay présente un intérét majeur dans I’étude des
interactions microbiennes, en particulier pour la détection de substances capables d’inhiber la
communication intercellulaire régulée par le quorum sensing (QS). Ce test permet d’identifier
des composés qui interférent avec ce systeme de régulation, sans nécessairement inhiber la
croissance bactérienne, permet une évaluation rapide, simple et visuelle de I’activité anti-QS
(Naga et al., 2024; Zhang et al., 2023c¢).

La souche non mutante Chromobacterium violaceum 31532 (CV31532) et la souche mutante
Chromobacterium violaceum 026 (CV026) ont été utilisées dans ce test en tant qu'indicateurs
pour la détection du quorum, Pseudomonas aeruginosa, pour sa production de ’AHL. Une
suspension microbienne de Chromobacterium violaceum 31532 et Chromobacterium
violaceum 026 : ont été préparées a une densité 0,4 — 0,6 a 600nm, et une autre de Pseudomonas
aeruginosa : a une densité entre 0,8 — 1,0

On a appliqué de maniere homogene sur la surface de la plaque de gélose le Chromobacterium
violaceum 31532 et Chromobacterium violaceum 026, et on a réalisé directement une strie avec
Pseudomonas aeruginosa pour effectuer une coculture. Puis on incube les boites Pétri a une

température de 30 °C pendant 48h.
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L'observation d'une nuance violette particuliére lors de la coculture de ces especes
bactériennes témoigne de l'activation des mécanismes de détection du quorum (McClean et al.,

1997; Venturi, 2006).
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Dual Culture Quorum Sensing Assay

1. Inoculer la plaque avec la premicre souche

2. Inoculer la plaque avec la deuxiéme souche

3. Apres incubation a 37°C pendant 24 4 48 heures, observer la production de pigments

NB : Trois répétitions sont nécessaires pour confirmer les résultats obtenus.

Figure 32: Etapes expérimentales du Dual Culture Quorum Sensing Assay
(McClean et al., 1997; Venturi, 2006)
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Traitement des données

Les dessins des molécules chimiques ont été visualisé par les logiciels : ChemDraw
Professional 16.0, Chem 3D 16.0, GaussView 6.0. Les résultats obtenus sont exprimés sous
forme de moyenne + écart-type (m = sd) et tous les traitements ont été réalisés en triplicata. Les
graphiques ont été créés a l'aide du logiciel GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego,
CA, Etats-Unis).

IX.3. Résultats et discussion

IX.3.1. Microorganismes identifiés

Dans le cadre de la présente étude, des échantillons microbiens prélevés a partir de divers
dispositifs médicaux utilisés chez quarante patients admis en unité de soins intensifs pendant
une période excédant un mois. L'dge des patients variait de 2 a 55 ans, avec une répartition de
dix-neuf de sexe féminin et vingt et un de sexe masculin. L'analyse microbiologique de ces
¢chantillons a permis 1’identification de dix-sept souches microbiennes, comprenant douze

souches bactériennes et cinq souches de levures.

Tableau 9: Microorganismes identifiés

Microorganismes Gram
Acinetobacter baumannii | Gram -
Enterobacter cloacae Gram -
Enterococcus faecium Gram +
Escherichia coli Gram -
Klebsiella pneumoniae Gram -
Moraxella lacunata Gram -
Pseudomonas aeruginosa | Gram -
Pseudomonas fluorescens | Gram -
Serratia marcescens Gram -
Serratia odorifera Gram -
Staphylococcus aureus Gram +
Staphylococcus aureus?2 Gram +
Candida albicans /
Candida kefyr /
Candida Krusei /
Candida lusitaniae /
Candida tropicalis /

Les résultats présentés dans le tableau 9 révelent une prédominance de bactéries a Gram
négatif parmi les souches microbiennes isolées. Neuf espéces de ce groupe ont été identifiées,
notamment 4. baumannii, E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, M. lacunata, P. aeruginosa, P.

fluorescens, S. marcescens et S. odorifera. Par ailleurs, trois souches a Gram positif ont été
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recensées, incluant E. faecium ainsi que deux isolats de S. aureus. En complément, cing especes
fongiques appartenant au genre Candida ont également été isolées, a savoir : C. albicans, C.
kefyr, C. krusei, C. lusitaniae et C. tropicalis.

Ces observations concordent avec de nombreuses études antérieures qui mettent en lumicre la
prévalence des bactéries a Gram négatif comme principaux agents des infections nosocomiales,
en particulier en unités de soins intensifs. En effet, des espéces telles que 4. baumannii, E. coli,
K. pneumoniae et P. aeruginosa sont fréquemment citées parmi les pathogenes les plus
impliqués dans ce contexte (Afroz et al., 2018; Benzaid et al., 2022; Elzouki et al., 2023;
Jeyaraman et al., 2023; Kumar ef al., 2022b; Paulson ef al., 2023; Sayed, 2022; Scaglione
etal., 2024).

D'autres bactéries Gram négatif, notamment E. cloacae, M. lacunata, S. marcescens et S.
odorifera, sont é¢galement reconnues comme des pathogenes opportunistes significatifs dans les
environnements hospitaliers. Leur implication croissante dans les infections nosocomiales est
bien documentée (Aracil-Gisbert et al., 2023; Aracil-Gisbert et al., 2024; Bicoll et al., 2021;
Hussain et al., 2024; Sawada et al., 2020; Walker et al., 2017; Xu et al., 2022). S. marcescens,
en particulier, est fréquemment isolée et associée a diverses pathologies chez les patients
vulnérables, contribuant a une morbidité et une mortalité élevée (Attman et al., 2018; Coggins
et al., 2023; Deniz et al., 2023; Rogers et Wallace, 2022).

En ce qui concerne les bactéries a Gram positif, S. aureus et les entérocoques, notamment E.
faecium, figurent parmi les principaux responsables des infections nosocomiales. S. aureus,
notamment dans sa forme résistante a la méticilline (SARM), est fréquemment détecté dans les
services de soins intensifs et de réanimation (Benzaid ef al., 2022; Korotetskiy et al., 2023).

Quant aux especes du genre Candida, il est bien établi qu’ils sont des agents associ€s aux
infections nosocomiales, en particulier chez les patients immunodéprimés ou atteints de
pathologies séveres. C. albicans demeure 1’espece la plus couramment isolée. Toutefois, des
especes non-albicans, telles que C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis et C. krusei, sont de
plus en plus signalées dans différents contextes hospitaliers, incluant les unités de soins intensifs
et les blocs opératoires (Atakishizade, 2019; Biiyiiktuna ez al., 2019; Goncalves et al., 2021;
Jahagirdar et al., 2018).

IX.3.2. Antibiogramme
Les résultats de la sensibilité des souches bactériennes identifiées sont décrits dans le tableau

suivant. De plus, le profil de sensibilité des souches références a été inclus, qui seront utilisé
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dans les tests suivants. Ces données ont €té interprétées conformément aux directives du

CASFM 2022. (Voir annexe 2)

Tableau 10: Antibiogramme des souches isolées

Microorganismes Code DZI1 Interprétation
antibiotique
Acinetobacter baumannii AK10
AMC30
ATM30
CAZ30
CTX30
FOX10
GMI10
IPM10
SXT25
Enterobacter cloacae AK10
AMC30
ATM30
CAZ30
CTX30
FOX10
GMI10
IPM10
SXT25
Enterococcus faecium AK10
AMC30
AMP30
AX25 10mm
E15 29mm
FOX30 24mm
GM10 25mm
IPM10 15mm
P10 31mm
SXT25
Escherichia coli AK10
AMC30
ATM30
CAZ30
CTX30
FOX10
GMI10
IPM10
SXT25
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Suite tableau 10 :

Microorganismes Code DZ1 Interprétation
antibiotique

Klebsiella pneumoniae AK10
AMC30
ATM30
CAZ30
CTX30
FOX10
GM10
IPM10
SXT25

Moraxella lacunata AK10
AMC30
ATM30
CIP5
CTX30
GM10
IPM10
NN10

wwwwwwwwwwwwwwwwwg

Pseudomonas aeruginosa AK10 19mm
ATM30 24mm
CIPS 31mm
CTX30 R
GMI10 12mm
IPM10 8mm

Pseudomonas fluorescens AK10
AMC30
ATM30
CAZ30
CTX30
FOX30
GMI10
IPM10
SXT25

Serratia marcescens AK10
AMC30
ATM30
CAZ30
CTX30
FOX30
GMI10 21,5mm
IPM10 15mm
SXT25 R

PRAARA AR RARIRAAR
AANAAANAIAAIAATAAAAAAAAAI AN A ANIAAAAAAAA I AT AI IR R IR

R : Résistant, S : Sensible
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Suite tableau 10 :

Microorganismes Code DZ1 Interprétation
antibiotique | (mm)
Serratia odorifera AMC30 R R
AMP10 R R
ATM30 30mm S
CAZ30 R R
CT10 12mm R
CTX30 R R
FOX30 R R
GMI10 R R
IPM10 22mm R
SXT25 R R
Staphylococcus aureus AK10 23 S
AMC30 R R
AMP10 R R
AX25 15mm S
E15 R R
GMI10 22mm S
OX1 R R
P10 R R
SXT25 18mm S
VA30 16mm S
Staphylococcus aureus?2 AK10 21 S
AMI0 R R
AMC30 R R
AX25 18,5mm | S
E15 24mm S
GMI10 14mm R
IPM10 31,5mm | S
P10 19mm R
SXT25 25.5mm | S
VA30 16,5mm | S
Escherichia coli ATCC25922 AK10 18mm S
AMC30 R R
AMP10 R R
ATM30 30mm S
CAZ30 R R
CT10 R R
CTX30 R R
GMI10 R R
IPM10 R R
SXT25 21mm S

R : Résistant, S : Sensible
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Suite tableau 10 :

Microorganismes Code DZ1 Interprétation
antibiotique | (mm)
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 AK10 16mm S
ATM30 28mm S
CTX30 R R
GMI10 R R
IPM10 10mm R
P10 35mm S
Staphylococcus aureus ATCC27923 AK10 R R
AMP10 R R
AX25 R R
E15 20mm I
GM10 R R
IPM10 R R
P10 R R
SXT25 25mm S
Chromobacterium violaceum 026 AMC30 R R
AMP10 R R
CAZ30 R R
CTX30 R R
CZ30 R R
FOX30 R R
IPM10 20mm S
0X1 R R
P10 R R
Chromobacterium violaceum 31532 AMC30 12mm S
AMP10 13mm S
CAZ30 11mm S
CTX30 10mm S
CZ30 9mm R
FOX30 9mm R
IPM10 17mm S
0X1 12mm S
P10 14mm S

R : Résistant, S : Sensible

A I’aide des antibiogrammes réalisés par la méthode de diffusion sur disque sur milieu gélosé
Mueller-Hinton (MH), la sensibilité des souches bactériennes isolées a été évaluée vis-a-vis des
principaux antibiotiques couramment utilisés, tant pour les bactéries a Gram négatif que pour
celles a Gram positif.

e Les bactéries a Gram négatif

Sensibilité aux aminosides :
Dans le cadre de cette étude, la totalité des souches a Gram négatif testées se sont avérées

résistantes aux antibiotiques aminosides, a 1'exception de P. aeruginosa et S. marcescens, qui
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ont montré une sensibilit¢ a la Gentamicine (GM), ainsi que E. coli ATCC25922 et P.
aeruginosa ATCC27853, sensibles a I'Amikacine (AK). Les aminosides représentent une classe
d'antibiotiques puissants, souvent utilisés pour traiter des infections graves d'origine a Gram
négatif. Toutefois, leur efficacité est compromise par de nombreux mécanismes de résistance.
Nos résultats corroborent les observations de travaux menés en Egypte et en Iran par Ahmed
et al. (2024a) et Azimi ef al. (2022) , qui rapportent un taux de résistance aux aminosides de
68,75 %, K. pneumoniae et Acinetobacter spp. étant les especes les plus concernées.

Sensibilité aux B-lactamines :

Les données du tableau 10 révélent une résistance prépondérante des souches a Gram négatif
aux B-lactamines. Seules les souches de référence, E. coli ATCC25922 et P. aeruginosa
ATCC27853, se sont montrées sensibles a I'Aztréonam (ATM), tandis que la Pénicilline G (P)
n'était efficace que contre P. aeruginosa ATCC27853.

Ces observations s'accordent avec celles de Tsai ef al. (2024) qui rapportent une recrudescence
de la résistance aux B-lactamines parmi les Enterobacterales et Acinetobacter spp. aux Etats-
Unis. Des taux similaires de résistance élevés aux combinaisons B-lactamines/inhibiteurs de B3-
lactamases ont également été signalés en Chine (Shi et Xie, 2023) et au Guatemala (Velarde
et al., 2023).

Sensibilité aux carbapénémes :

Toutes les souches a Gram négatif testées ont présenté une résistance importante aux
carbapénémes, conformément aux données de Gashaw et al. (2024) en Ethiopie (19 % de
résistance), Prabhala er al. (2023) en Inde (26,5 %), et Afify et al. (2024) en Egypte (98,2 %),
avec K. pneumoniae en cause principale. Hammour et al. (2023) ont également rapporté une
prévalence de 41,2 % en Jordanie, A. baumannii affichant les taux les plus éleveés (93,3 %).

Sensibilité aux fluoroquinolones :

L'ensemble des souches de Gram négatif se sont montrées résistantes a la Ciprofloxacine. Ce
résultat rejoint ceux de Chatterjee et al. (2022) et Velarde et al. (2023), qui font état de taux
de résistance é€levés (57,9 % et 24,83 % respectivement), notamment dans les infections
oculaires et les populations immunodéprimées.

La sensibilité aux Sulfamides :

Nos résultats montrent que toutes les souches de bactéries a Gram négatif présentent une
résistance prononcée a cette classe d’antibiotiques, excepté d'E. cloacae, notre souche était
sensible au Triméthoprime/Sulfamétoxazole (SXT).

Les recherches de Velarde ef al. (2023) mettent en évidence un taux de résistance de 65,28 %

au Triméthoprime/Sulfaméthoxazole chez les bactéries Gram négatives en milieu clinique, en
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particulier chez les patients cancéreux, ce qui corrobore nos résultats. Fait intéressant, la
résistance aux sulfamides chez les bactéries Gram négatives présente des variations
géographiques, des geénes de résistance tels que sull, sul2 et sul3 étant répandus chez
Enterobacter spp.. et K. pneumoniae en Afrique, indiquant une résistance généralisée (Osei
Sekyere et Reta, 2020).

e Les bactéries a Gram positif

La sensibilité aux Aminosides :

Toutes les souches Gram positives testées ont montré une sensibilité aux aminosides,
contrairement aux résultats de plusieurs études antérieures. Moussa (2018) a signalé une
résistance significative a la Gentamicine (84 %) et a la Streptomycine (68 %) chez E. faecium
en Malaisie. Khodabandeh et al. (2020) ont rapporté des taux encore plus €levés, avec une
résistance a la Gentamicine de 77,3 % et a la Streptomycine de 90,1 %. De méme, Gade Neeta
et Qazi Mohiuddin (2014) ont observé une résistance a au moins un aminoside chez 26,4 %
des isolats de S. aureus.

La sensibilité aux Béta-lactamines :

Nos résultats révelent que seule S. aureus a montré une sensibilité a I' Amoxicilline (AX) parmi
les béta-lactamines testés. Des résultats de recherches antérieures menée par Sadab et al. (2022)
relatives a la prévalence fluctuante de la résistance aux béta-lactamines parmi les Cocci a Gram
positif dans une unité de soins intensifs a indiqué que S. aureus présentait la résistance la plus
¢levée a la Pénicilline, tandis que les entérocoques présentaient des niveaux de résistance aux
antimicrobiens compris entre 65 % et 85 %. Dans un contexte similaire, une autre étude de
Gebremariam ef al. (2022) menée en Ethiopie a noté un taux de résistance a la Pénicilline de
85 % parmi les isolats de S. aureus.

En outre, une étude distincte de Zhang et al. (2023b) a mis en évidence une augmentation
notable de la résistance aux béta-lactamines chez les Cocci a Gram positif, en particulier E.
faecium. Les taux de résistance d'E. faecium a la Pénicilline et a I'Ampicilline sont passés de
50,3 % et 47,6 % en 2014 4 93,1 % et 91,6 % en 2021, respectivement.

La sensibilité aux Carbapénémes :

Les résultats du tableau 10 indiquent que seules E. faecium et une souche de S. aureus ont
montré une sensibilité a I’Imipenéme (IPM). Cette observation est cohérente avec les études de
Hunjra et al. (2022) et de Rahayu er al. (2020) qui ont souligné ’efficacité accrue de
I’Imipenéme contre des entérocoques et S. aureus non résistants. De méme, Arslan et Ozdemir
(2012) ont constaté une résistance a I’Imipenémes chez seulement 0,7 % des isolats de S.

aureus.
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La sensibilité aux Glycopeptides :

Parmi nos isolats les deux souches, S. aureus et S. aureus 2, étaient sensibles a la Vancomycine.
Dans une étude menée par Liang ef al. (2023) dans la région du delta du fleuve Jaune, 204
souches de S. aureus ont été analysées, révélant que 182 d'entre elles étaient sensibles a la
Vancomycine, ce qui indique une forte prévalence de sensibilité¢ a la vancomycine dans cette
région. Nirwan et al. (2024) ont rapporté une sensibilité universelle a la Vancomycine chez des
souches de SARM. Sangwan et al. (2024) en Inde et Belete e al. (2023) en Ethiopie ont
signalé une prévalence relativement faible de souches résistantes a la Vancomycine (14,52 %).
Enfin, une méta-analyse mondiale de Wu et al. (2021b) a mis en évidence des variations
régionales importantes, les taux les plus élevés étant observés en Afrique et en Asie. Ces
résultats collectifs correspondent aux résultats observés dans notre étude.

La sensibilité aux Macrolides :

A la lumiére des résultats présentés dans le tableau 10, il apparait que seule la souche de S.

aureus présente une résistance a I’Erythromycine (E), tandis que les autres bactéries & Gram
positif testées demeurent sensibles a cet antibiotique. Cette observation corrobore les données
rapportées par El Mammery et al. (2023), dont 1’étude, menée en Espagne entre 2004 et 2020,
a mis en évidence une augmentation progressive de la résistance a I’Erythromycine chez les
souches de S. aureus sensibles a la Méticilline, passant de 13,6 % a 28,9 %. En revanche, une
tendance inverse a €t€ observée chez les souches de S. aureus résistantes a la Méticilline
(SARM), ou la prévalence de la résistance est passée de 68,7 % a 61,8 %.
De plus, Mamman ef al. (2022) ont rapporté un taux de résistance & 1’Erythromycine de 18,9
% chez des isolats de S. aureus issus d’échantillons cliniques et environnementaux. De maniere
plus préoccupante, une ¢tude menée dans le Pendjab, au Pakistan, par Idrees et al. (2023) a
révélé un taux de résistance trés élevé de 77,4 % a I’Erythromycine parmi les souches de
SARM, illustrant la forte prévalence de cette résistance dans les milieux cliniques de cette
région.

Sensibilité aux sulfamides

L’ensemble des souches a Gram positif isolés dans la présente étude s’est révélé sensible au
Triméthoprime/Sulfaméthoxazole (SXT). Ce résultat est soutenu par une étude de Kime et al.
(2023) qui a examiné 1470 isolats de S. aureus multirésistants, et a constaté que seuls 4,1 %
présentaient une résistance au Cotrimoxazole (SXT). En revanche, des taux plus ¢€levés de
résistance ont été relevés pour le Triméthoprime seul (15,2 %) et le Sulfaméthoxazole seul (5,2

%), suggérant que I’association des deux molécules conserve une meilleure efficacité.
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Aux Etats-Unis, Ham et al. (2023) ont observé une augmentation de la prévalence de souches
de S. aureus résistantes a la Méticilline et simultanément résistantes au SXT entre 2012 et 2018.
Par ailleurs, Masihuddin et al. (2015) ont signalé¢ que 82,4 % des isolats de SARM testés
¢taient résistants au SXT, témoignant d’une résistance préoccupante dans cette région.
Concernant E. faecium, des études antérieures ont souligné la faible efficacité du SXT. Crider
et Colby (1985) ont montré une absence d'effet synergique entre le Triméthoprime et le
Sulfaméthoxazole in vitro, suggérant une résistance intrinséque a cette association chez E.
faecium. De méme, Pacaud ef al. (1973) ont rapporté que seulement 20 % des souches
d'entérocoques ¢étaient sensibles au SXT, confirmant la résistance fréquente de ce genre
bactérien a cette classe thérapeutique.

Dans I’ensemble, ces résultats confirment nos observations et soulignent I’importance
croissante de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries a Gram positif, en particulier

dans les contextes cliniques ou les pressions de sélection sont importantes.

IX.3.3. Antifongigramme
Les résultats de la sensibilité des souches de Candida aux antifongiques sont consignés dans

le tableau 11. (Voir annexe 3)

Tableau 11: Résultats de I’antifongigramme

Microorganismes Code antifongique | CMI en pg/mL | Interprétation
Candida albicans AM-B 0,500 S
FCZ 0,047 S
MICA 0,012 S
VCZ 0,004 S
Candida kefyr AM-B 0,500 S
FCZ 0,125 S
MICA >256 R
VCZ 0,25 S
Candida Krusei AM-B 4 S
FCZ >256 R
MICA 0,125 S
VCZ 0,50 S
Candida lusitaniae | AM-B 4 S
FCZ >256 R
MICA 0,125 S
VCZ 0,25 S
Candida tropicalis | AM-B 2 S
FCZ 1,5 S
MICA 0,032 S
VCZ 0,064 S

R : Résistant, S : Sensible
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D’apres les données présentées dans le tableau 11, la majorité des souches fongiques se sont
avérées sensibles aux antifongiques testés. Néanmoins, certaines résistances spécifiques ont été
observées : C. kefyr s’est montrée résistante a la Micafungine, tandis que C. krusei et C.
lusitaniae ont présenté une résistance au Fluconazole.

C. kefyr est un agent pathogéne peu commun, dont la prévalence fluctue entre 0,83 % et 9,3
% parmi les isolats cliniques de levure. Les recherches menées par Ahmad et al. (2020);
Cuhadar et Kalkanci (2017) et Nagy ef al. (2018) démontrent que C. kefyr présente
généralement de faibles concentrations inhibitrices minimales (CMI) pour la Micafungine, ce
qui implique une sensibilité favorable a ce composé antifongique particulier. Néanmoins,
certains isolats ont montré une sensibilité diminuée, ce qui indique un potentiel de résistance.

A linverse, C. krusei posséde une résistance intrinséque au Fluconazole attribuable a ses
caractéristiques inhérentes, notamment une affinité réduite pour I'enzyme cible du médicament
et l'existence de pompes a efflux qui extrudent le médicament de 1'environnement cellulaire,
comme en témoignent les enquétes menées par Khalifa ef al. (2022) et Fadilah ez al. (2022).
De plus, des recherches récentes menées par Jain et al. (2022) ont révélé que la surexpression
des transporteurs de cassettes liant I'ATP (ABC), en particulier ABC1 et PDR12, a été
documentée dans des isolats dose-dépendants sensibles au Fluconazole (FLU-SDD) dérivés de
C. krusei. Ces transporteurs facilitent activement l'expulsion du Fluconazole hors de la cellule,
diminuant ainsi sa concentration intracellulaire.

Pour C. lusitaniae, Scott et al. (2023) révele que le développement rapide d'une résistance aux
agents antifongiques est fréquemment corrélé a des mutations génétiques, en particulier dans le
gene ERG3. Ces mutations ont été associées a une résistance croisée au Fluconazole et a d'autres
agents antifongiques, comme cela a ¢t€¢ observé dans des isolats cliniques au cours d'une
monothérapie a 1'échinocandine, indiquant ainsi un risque de développement d'une résistance
méme en l'absence d'exposition directe aux antifongiques azolés. Ces résultats corroborent nos

observations concernant les diverses especes de Candida examinées.

IX.3.4. Etude de I’hydrophobicité des souches

L'hydrophobie microbienne fait référence a la tendance des surfaces des cellules microbiennes
a repousser l'eau, ce qui influence de manicre significative leur adhérence a diverses surfaces
et interfaces. Cette propriété est essentielle a 1'adhésion des bactéries pathogenes, influengant

les processus d'infection et de colonisation (Rosenberg, 1991).
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[X.3.4.1. Capacité d’adhérence des souches
Afin d’évaluer les caractéristiques de surface des cellules microbiennes utilisées dans notre
¢tude, trois différents solvants ont été testés (Armas et al., 2017).
- Le xyléne, qui est un solvant apolaire ;

- Chloroforme (accepteur d'électrons) un solvant polaire et acide ;

L’acétate d'éthyle, (donneur d'électrons) un solvant polaire et basique.

Le pourcentage d’adhésion a été calculer selon la formule suivante :
Pourcentage d'adhésion = (1 - A/Ao) x 100

ou : Ao est I'absorbance initiale et A I'absorbance aprés mélange.

Les résultats du pourcentage d’adhésion microbienne aux différents solvants sont illustrés

dans le tableau suivant :

Tableau 12: Pourcentages d’adhésion des souches étudiées aux solvants

(xylene, acétate d’éthyle et chloroforme).

Souches Xyléne Acétate d’éthyle  Chloroforme
A. baumannii 3404+1,70 38,24+0,73 30,31 +£2,58
C. violaceum026 23,13 +0,21 24,43 +2,18 34,07 £ 0,62
C. violaceum31532 22,52 +2,03 29,55+0,68 50,88 + 0,64
E. cloacae 2,61 £0,08 19,73 £ 2,03 35,12+ 1,98
E. faecium 1296 £ 1,31 40,23 £1,16 49,66 + 1,93
E. coli 59,75+2,771 66,00 £ 1,02 52,79 + 2,44
K. pneumoniae 18,02+ 1,96 20,14 £1,77 30,10 +£2,49
M. lacunata 7,10+ 1,12 32,12 +0,97 25,70 £ 2,32
P. aeruginosa 11,36 £2,24 25,07 £ 0,60 35,57+ 1,96
P. fluorescens 15,03 +0,69 20,56+ 0,61 33,17+2,41
S. marsescens 14,07 +2,27 31,06+ 1,71 37,87+ 1,46
S. odorifera 25,68 £0,75 30,25+ 1,09 37,41 £1,36
S. aureus 61,40+0,30 70,14 +1,13 79,18 £0,41
S. aureus? 4450+ 1,12 59,89 + 1,20 33,30+2,34
E. coli 25922 5,86 +2,37 24,57 £ 1,49 34,02 +2,82
P. aeruginosa 27853 29,89 £1,20 88,56 + 0,38 34,94 £2,78
S. aureus 27923 12,26 + 1,84 22,15+ 0,44 27,02 +2,70
C. albicans 15,28+ 1,51 55,02+ 0,91 38,41 £ 0,07
C. kefyr 55,63 +0,55 51,80+0,24 60,02 + 2,85
C. krusei 65,20+2,82 65,71 £0.56 58,20+ 2,42
C. lusitaniae 50,75 +0,39 52,94+0,15 47,24 £2.65
C. tropicalis 73,86 2,74 68,96 +2,17 79,09 + 0,84

L'hydrophobicité est déterminée par le pourcentage de cellules adhérant au solvant non polaire

xyléne. Si plus de 50 % des cellules adherent au xylene, la surface cellulaire est classée comme
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hydrophobe. Inversement, si 50 % ou moins de cellules adhérent, la surface est considérée

comme relativement hydrophile (Zanane et al., 2023).

X.3.4.2. Evaluation du caractére acide-base des cellules microbiennes

La caractérisation des propriétés donneur/accepteur des électrons repose sur I'analyse
comparative de l'affinité manifestée par les cellules pour les solvants polaires et non polaires
constituant chaque paire de solvants.

Si la différence entre le pourcentage d’adhésion a 1’acétate d’éthyle et celui de xyléne est
positive, le caractére des souches étudiées est jugé acide (Armas ef al., 2017; Hamadi et
Latrache, 2008; Zanane et al., 2023).

Les résultats sont illustrés dans le tableau 13.

Tableau 13: Détermination du caractére acide-base des souches microbiennes en fonction de

la différence d’adhésion aux solvants.

Souches Acétate d’éthyle % — Xyléne % | Chloroforme %- Xyléne %
A. baumannii 2,20 -4,04
C. violaceum 026 1,30 10,94
C. violaceum 31532 7,03 28,36
E. cloacae 17,12 32,51
E. faecium 27,27 36,7
E. coli 6,25 -6,96
K. pneumoniae 2,12 12,08
M. lacunata 25,02 18,6
P. aeruginosa 13,71 2421
P. fluorescens 5,53 18,14
S. marsescens 16,99 23,8
S. odorifera 4,57 11,73
S. aureus 8,74 -12,22
S. aureus? 15,39 -11.20
E. coli 25922 18,71 28,16
P. aeruginosa 27853 58,67 5,05
S. aureus 27923 9,89 14,76
C. albicans 39,74 23,13
C. kefyr -3,83 4,39
C. krusei 0,51 -7,00
C. lusitaniae 2,16 -3,51
C. tropicalis -4.90 5,23

Les résultats relatifs a 1’adhésion et au caractére acide-base des cellules microbienne présenté
par les tableaux 12 et 13, indiquent que la plupart des souches étudiées présentent des propriétés
hydrophiles vis-a-vis du xylene, excepté E. coli, S. aureus, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae et

C. tropicalis, qui se manifestent une nature hydrophobe dans le xylene.
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En termes de caractére acide-base des cellules microbiennes sur les vingt-deux souches
analysées, vingt a savoir : A. baumannii, C. violaceum 026, C. violaceum 31532, E. cloacae, E.
faecium, E. coli, K. pneumoniae, M. lacunata, P. aeruginosa, P. fluorescens, S. marsescens, S.
odorifera, S. aureus, S. aureus2, E. coli 25922, P. aeruginosa 27853, S. aureus 27923, C.
albicans, C. krusei et C. lusitaniae présentaient un caractere acide. A linverse, C. kefyr, C.
tropicalis présentent un caractere basique.

L'hydrophobie des cellules microbiennes est souvent associée a la présence de substances
organiques hydrophobes a leur surface. Ces substances peuvent inclure des protéines, des
lipides, des polysaccharides ou d'autres biomolécules qui réduisent la mouillabilité
(Vogelmann et al., 2013). Cette hydrophobicité n’est pas une caractéristique fixe ; elle peut
étre modulée dynamiquement par des facteurs environnementaux comme le pH et la force
ionique. Par exemple, des études sur P. aeruginosa ont révélé que des variations de pH et de
force ionique induisaient des modifications réversibles de I'absorbance des bandes amide II,
témoignant d’une modification de la distance entre les cellules bactériennes et les surfaces,
comme démontré par la spectroscopie ATR-IR (McWhirter et al., 2002).

Les interactions hydrophobes sont essentielles a 'adhésion initiale des bactéries aux surfaces,
(Yang et al., 2022). Ce processus est largement facilité par des adhésines, des structures
spécifiques de la surface cellulaire qui présentent une forte affinité pour les substrats
hydrophobes. Plusieurs auteurs, notamment Krasowska et Sigler (2014) et Das (2014)
soulignent que I’hydrophobicité cellulaire influence de maniere significative l'aptitude des
microorganismes a adhérer aux surfaces biotiques et abiotiques, renforcant ainsi la formation
de biofilms et la capacité d’évasion face aux défenses immunitaires de 1’hote.

Les microorganismes hydrophobes sont particulierement aptes a former des biofilms robustes,
ce qui peut endommager les surfaces et les contaminer. En revanche, les microorganismes
hydrophiles sont moins susceptibles de former des biofilms, mais ils ont tendance a étre plus
résistants aux produits chimiques hydrophobes, ce qui les rend intéressants dans les
environnements contamingés. Par exemple, les souches hydrophobes de C. albicans sont plus
virulentes que les souches hydrophiles, car elles peuvent adhérer plus efficacement aux tissus
de I'hote et former des biofilms robustes (Fatahinia ef al., 2023). De méme, P. aeruginosa
hydrophobe se révele plus résistante a la destruction sérique, renforcant sa virulence dans les
infections nosocomiales (Wojnicz et al., 2008).

Des travaux récents d’ Angiolella ef al. (2024) utilisant un mod¢le de larves de Galleria
mellonella ont démontré que les isolats hydrophobes de Candida entrainent des taux de

mortalité plus élevés que les isolats hydrophiles.
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Par ailleurs, les recherches de Thewes et al. (2014) ont montré que chez les staphylocoques,
les interactions hydrophobes non spécifiques, médiées par les protéines de la paroi cellulaire,
améliorent I'adhésion grace a des forces hydrophobes a courte portée.

Maikranz et al. (2020) ont ¢galement indiqué que I’hydrophobicité bactérienne peut étre
modulée par I'expression de protéines spécifiques de surface.

Conjointement, les propriétés acido-basiques des surfaces microbiennes sont déterminées par
la présence de groupes fonctionnels tels que les groupes carboxyle (COOH), amine (NH+) et
phosphate (PO). Ces groupes peuvent capter ou céder des protons, conférant aux surfaces une
nature amphoteére, dépendante du pH ambiant par des phénomeénes de protonation et
déprotonation (Leone et al., 2007).

Selon Araujo (2010) ces propriétés acido-basiques jouent un role crucial dans 1’adhésion
microbienne, notamment dans les environnements ou le pH et la force ionique fluctuent.
Dwight (2023) ainsi que Chen ef al. (2011) affirment que les interactions acido-basiques,
combinées aux forces de Lifshitz-Van der Waals, régissent I’énergie d’adhésion globale entre

les cellules microbiennes et les surfaces, influengant ainsi fortement la dynamique d’adhésion.

IX.3.5. Activité antimicrobienne des extraits de Inula Viscosa L. et de la L1
L'efficacité antimicrobienne des extraits d'/nula viscosa et de la molécule L1 a été évaluée en
utilisant la méthode de diffusion en puits. L'activité antimicrobienne peut étre définie en trois
niveaux :

e Faible activité (zone d'inhibition < 12 mm) ;

e Activité moyenne (12 mm < zone d'inhibition < 20 mm) ;

e Forte activité (zone d'inhibition > 20 mm) Bouyahya et al. (2017b).

L’efficacité antibactérienne des échantillons a été évaluée quantitativement et qualitativement

en mesurant la zone d'inhibition de la croissance (DZI), puis en déterminant la concentration
minimale inhibitrice (CMI) pour chaque microorganisme sensible a l'extrait. Les résultats de

ces évaluations sont récapitulés dans le tableau 14. (Voir annexe 4)
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Tableau 14: Activité antimicrobienne des extraits de Inula viscosa L. et de la molécule L1

Souches Extraits L1
DZI | CMI DZ1 CMI | CMB/F DZI CMI | CMB/F
AEIV | AEIV MEIV MEIV | MEIV L1 L1 L1
\A. baumannii R R 16 £2,00 500 1000 R R R
IE. cloacae R R 16 £1,00 250 500 R R R
\E. Faecium R R R R R R R R
[E. coli R R R R R 14+1.73 250 500
K. pneumoniae R R R R R 18,5 +2,65 125 250
WM. lacunata R R 19 £2,52 125 125 19 £1,53 500 1000
\P. aeruginosa R R 18 + 3,00 125 125 16 +2,00 250 250
\P. fluorescens R R 15+1,53 500 500 18+ 1,00 500 500
\S. marcescens R R R R R R R R
\S. odorifera R R R R R R R R
\S. aureus R R 19 +2,52 500 500 15+1,00 500 1000
\S. aureus 2 R R 18,5 £ 3,06 125 250 23 +£2.65 125 125
IE. coli 25922 R R 16,5+ 3,51 500 500 18 + 1,80 250 250
\P. aeruginosa 27853 R R 18 £1,00 125 125 14,5+ 2,65 500 1000
\S. aureus 27923 R R R R R R R R
C. violaceum 026 R R 15+ 3,00 250 250 25 +£2,00 125 125
C. violaceum 31532 R R 20,5 £ 3,06 125 125 19+ 2,29 125 125
C. albicans R R 17 £ 1,00 125 125 36,5+1,00] 7,81 15,32
C. kefyr R R 29,5+2,08| 7,81 7,81 25+2,65 31,25 31,25
C. Krusei R R R R R 29 +£1,73 7,81 7,81
C. lusitaniae R R 13+ 1,00 250 250 17,5+2,18 125 250
C. tropicalis R R R R R 16 2,00 250 250

AEMI : Extrait aqueux, MEIV : Extrait méthanolique, L1 : 3-(2-chloroacetyl) oxazolidin-2-one, CMI : La concentration
minimale inhibitrice, CMB/F : La concentration minimale bactéricide/fongicide

[X.3.5.1. Inhibition de la croissance microbienne par la L1

Les résultats du tableau 14 indiquent que les bactéries testées manifestent une variabilité
importante de sensibilité a I’égard de la molécule L1, avec des diametres de zones d'inhibition
(DZI) allant de 14 a 25 mm et des concentrations minimales inhibitrices (CMI) comprises entre
125 et 500 pg/mL. Cette variabilité témoigne d’un spectre d’activité différentiel selon les
especes bactériennes. Certaines souches, notamment E. cloacae, S. marcescens, S. odorifera
ainsi que S. aureus ATCC 27923, ont présenté une résistance apparente, se traduisant par
l'absence de zone d'inhibition.

A P’inverse, la souche de C. violaceum026 et la souche clinique S. aureus 2 se sont révélées
particuliérement sensibles a la molécule L1, affichant un diamétre d’inhibition de 25 et 23 mm
respectivement, soient les plus élevés observés parmi I’ensemble des souches testées, et une
CMI de 125 pg/mL, indiquant une forte activité inhibitrice. Ces résultats suggerent une
efficacité notable du composé L1 contre les souches Gram négatives et Gram positives, en
particulier celles appartenant au genre Staphylococcus.

Les résultats concernant la sensibilité des souches aux antibiotiques de contrdle soulignent la

résistance de nos isolats.
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En ce qui concerne les souches fongiques, toutes étaient sensibles a cette molécule, avec des
diamétres de zones d'inhibition allant de 16 a 36,5 mm et des concentrations minimales
inhibitrices CMI situées entre 7,81 pg/mL et 250 pg/mL. C. albicans s'est révélée étre la levure
la plus sensible, tandis que C. krusei s'est montrée résistante.

D’apres les résultats de CMI et CMB/F, pour toutes les souches étudiées varient entre un et
deux. Etant donné que le rapport d'activité de la substance antimicrobienne est inférieur ou égal
a quatre (< 4), elle est qualifiée de substance bactéricide. Par conséquent, cette molécule
présente une activité bactéricide contre nos isolats.

Selon Ndukwe et al. (2022), les oxazolidinones, connues sous les noms de Linezolid et
Tedizolid phosphate, sont reconnues comme des pharmacophores efficaces pour le traitement
de diverses infections graves attribuées aux bactéries Gram positives. Les progrés de la
recherche pharmaceutique, comme I'ont noté Nadaf ez al. (2020) ct Becheker ez al. (2023), ont
conduit au développement de nouvelles molécules dotées de spectres d'activité plus larges et de
propriétés biologiques intéressantes.

La molécule L1 nouvellement synthétisée montre une activité contre les bactéries Gram
positives, les bactéries Gram négatives, et méme contre les levures du genre Candida. Nos
résultats sont similaires a ceux de Kus et al. (2018) qui ont observé une activité antimicrobienne
du composé (E)-2-(4-chlorophenyl)-4-(2,4-difluorobenzylidene)oxazol-5(4H)-one contre S.
aureus ATCC 25923 avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 25 pg/mL ; contre
E. coli ATCC 25922 avec une CMI de 100 pg/mL. Contre B. subtilis ATCC 6633 avec une CMI
de 100 pg/mL pour les composés (E)-4-(2,4- difluorobenzylidene)-2-(p-tolyl)oxazol-5(4H)-one
et (E)-2-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-4-(2,4- difluorobenzylidene)oxazol-5(4H)-one ; contre un isolat
clinique de S. aureus résistant a la Méticilline avec une CMI de 100 pg/mL pour les composés
(E)-4-(2,4-difluorobenzylidene)- 2-(p-tolyl)oxazol-5(4H)-one, (E)-2-(4-chlorophenyl)-4-(2,4-
difluorobenzylidene)oxazol- 5(4H)-one; et contre C. albicans ATCC 1023 avec une CMI
comprise entre 50 et 100 pg/mL pour les composés (E)-4-(2,4-difluorobenzylidene)-2-(p-
tolyl)oxazol-5(4H)-one, (E)-2-(4- chlorophenyl)-4-(2,4-difluorobenzylidene)oxazol-5(4H)-
one et (E)-2-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-4- (2,4-difluorobenzylidene)oxazol-5(4H)-one.

Nos résultats corroborent également ceux de Al-Adhami et Al-Majidi (2021) qui ont rapporté
une activité antibactérienne du composé 6-(2-(3-chlorophényl)-5-oxothiazolidin-3-yl)-1,3-
diméthylpyrimidine-2,4(1H,3H)-dione, avec des diametres de zones d’inhibition de 11 mm
pour E. coli et de 8 mm pour K. pneumoniae, ainsi que ceux obtenus avec le composé 6-(2-(3-
chlorophényl)-5-oxooxazolidin-3-yl)-1,3-diméthylpyrimidine-2,4(1H,3H)-dione  contre S.

aureus (10 mm), S. epidermidis (8§ mm) et C. parapsilosis (12 mm), ainsi que ceux de
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Ampomah-Wireko et al. (2024) sur des bactéries multirésistantes Gram positives et Gram
négatives.

Kus et al. (2018) ont souligné que l'activité antimicrobienne est influencée de manicre
significative par I'¢lectronégativité atomique, qui joue un role essentiel dans l'efficacité
biologique. Leurs résultats indiquent que la présence de groupes chloro ou phényle en position
4 du phényle augmente l'activité antimicrobienne contre S. aureus (CMI 25ug/mL), attribuant
cet effet a I'¢lectronégativité des molécules contenant du chlore.

Dans le méme contexte, Hamdy et al. (2022) ont noté que les oxazolidinones inhibent la
croissance de Candida, avec des taux d’inhibition atteignant 99,3 % pour C. albicans et 99 %
pour C. auris en ciblant la lanostérol 14a-déméthylase, une enzyme essentielle a la synthése de
l'ergostérol, essentielle au maintien de l'intégrité structurale de la membrane cellulaire fongique.

Revie et al. (2020) a ajouté que ce mécanisme d'action est similaire a celui des médicaments
azolés tels que le Fluconazole, couramment utilisés pour traiter les infections a Candida. De
plus, il a été¢ démontré que les composés contenant de 1'oxazolidinone améliorent 1'efficacité du
Fluconazole contre C. albicans et diverses souches autres que les albicans, y compris celles
résistantes au traitement a 1'azolé.

La L1 est la Linezolide (Linezolid), un antibiotique de la classe des oxazolidinones. Sa
structure chimique, comprenant des groupements fonctionnels clés, conditionne directement
ses activités biologiques.

- Avec un noyau oxazolidinone doté d’ une structure : hétérocycle a cinq atomes, avec
un groupement cétone (C=0) et une amine (N) confere le pharmacophore principal
responsable de I’inhibition de la synthése protéique bactérienne. Il agit en se liant a la
sous- unité 50S du ribosome bactérien, bloquant ainsi la formation du complexe
d'initiation de la traduction (Bouasla et Berredjem, 2024).

- Un Groupe acylméthylé avec atome de chlore essentiel pour la pénétration cellulaire
et 'activité contre les bactéries Gram positives.

- Le chlore participe a I’augmentation de la lipophilie et donc a une meilleure diffusion
a travers les membranes bactériennes.

- Unanneau phényl li¢ & un morpholine qui stabilise I’interaction avec le site ribosomal.
Ainsi qu'un groupement morpholine (cycle avec N et O) améliore la solubilité et
biodisponibilité du composé, ainsi que son profil pharmacocinétique (Devi ez al., 2013;

Karaman et al., 2018; Pandit et al., 2012).
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[X.3.5.2. Inhibition de la croissance microbienne par Inula viscosa L.

L’extrait méthanolique d’/nula viscosa (MEIV) a démontré une activité antibactérienne
significative contre la majorité des souches microbiennes évaluées, comme en témoignent les
valeurs des diamétres de zones d’inhibition comprises entre 15 et 20,5 mm et des concentrations
minimales inhibitrices variant de 125 a 500 ug/mL. Néanmoins, certaines souches telles que E.
faecium, E. coli, K. pneumoniae, S. marcescens et S. odorifera, se sont révélées résistantes a
cet extrait, ne montrant aucune zone d’inhibition.

Parmi les souches les plus sensibles a 1'extrait méthanolique, trois espéces se distinguent par
leur profil de susceptibilité €élevé : C. violaceum 31532, M. lacunata et S. aureus. En effet, C.
violaceum 31532 a présenté une zone d’inhibition de 20,5 mm, associée a une CMI de 125
pug/mL, ce qui indique une réponse marquée a I’extrait. De méme, M. lacunata et S. aureus ont
montré des DZI respectifs de 19 mm, avec des CMI de 125 pg/mL pour M. lacunata et de 500
pg/mL pour S. aureus, traduisant une sensibilité élevée des souches. Ces résultats suggérent
que MEIV posseéde une efficacité accrue contre certaines souches Gram négatives et Gram
positives pathogenes.

En termes d'activité fongique, les trois souches C. albicans, C. kefyr et C. lusitaniae, se sont
révélées sensibles a I'extrait méthanolique, avec des diametres de zone d'inhibition de 17 mm,
29,5 mm et 13 mm, respectivement. Les CMI pour ces souches fongiques variaient de 7,81 a
250 pg/mL.

En revanche, 1'extrait aqueux d'Inula viscosa ne présentait aucune activité antimicrobienne.

Les résultats de CMI et CMB/F montrent clairement que le rapport CMB/CMI ou CMF/CMI
pour toutes les souches étudiées varie entre un et deux, il en résulte que cet extrait possede une
activité bactéricide contre les isolats testés (Marmonier, 1990).

L’extrait méthalonique d’/nula viscosa L. a un effet étendu contre un large éventail de
microorganismes pathogenes y compris les bactéries a Gram positif, les bactéries a Gram
négatif ainsi que les souches fongiques telles que : P. aeruginosa, S. aureus et C. albicans. Nos
résultats s’alignent avec des études antérieures de Asraoui et al. (2023) qui ont mis en évidence
l'effet antagoniste de 1'extrait méthanolique de Inula viscosa avec des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) de 64 png/mL contre C. albicans et de 128 pg/mL contre C. glabrata, et ceux
de Okmen ef al. (2023) qui ont observé une activité antibactérienne de cet extrait contre
diverses souches, avec des diametres de zones d'inhibition mesurant 12 mm pour S. aureus, 8
mm pour S. typhimurium, 19 mm pour B. subtilis et 8§ mm pour E. faecalis.

Par ailleurs, Asraoui et al. (2023) et Rhimi ef al. (2017), soutiennent que l'efficacité

antibactérienne de I’ /nula viscosa est liée a sa riche composition phytochimique, notamment a
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ses niveaux ¢€levés de composés phénoliques et de flavonoides. Ces composés sont reconnus
pour leur capacité a perturber les parois cellulaires bactériennes et a inhiber des enzymes
bactériennes cruciales, contribuant ainsi a leurs effets bactéricides. Appuyant ainsi nos résultats
ou I’extrait méthanolique renferme des composés phénoliques avec (102,56 = 2,69 mg EAG/g
ES) et de flavonoides (37,75 + 3,62 mg EQ/g ES).

L’analyse (HPLC) couplée a un double spectrométre de masse (LC-MS/MS) a révélé des
quantités importantes de composés bioactifs tels que 1’acide gallique (0,247 mg/g), I’acide
salicylique (0,706 mg/g), 1’acide chlorogénique (28,049 mg/g), 1’acide p-coumarique (0,18
mg/g), I’acide caféique (7,622 mg/g), la rutine (1,992 mg/g), la quercétine (6,148 mg/g),
I’apigénine (0,145 mg/g), lutéoline (0,764 mg/g), naringénine (0,087 mg/g), et le kaempférol
(0,041 mg/g). Ces composés sont reconnus pour leurs propriétés antimicrobiennes contre un
large éventail de microorganismes pathogénes tels que E. coli, P. aeruginosa, S. aureus et C.
albicans ce qui renforce leur potentiel antibactérien. Hamid ez al. (2024); Liu ef al. (2023b);
Luis et al. (2014); Mandal (2024) ct Eddardaki ez al. (2024) illustrant le role de ces composés
dans I’inhibition de la prolifération bactérienne en perturbant les parois cellulaires microbiennes
et en interférant avec les processus cellulaires.

De plus, une étude menée par Larbi ef al. (2016) a montré que les extraits méthanoliques
d'Inula viscosa peuvent améliorer l'efficacit¢ des antibiotiques classiques tels que la
Gentamycine et 1'0Oxacilline, suggérant un effet synergique qui pourrait étre particulierement

avantageux dans le traitement des infections causées par des bactéries multirésistantes.

IX.3.6. Inhibition de la formation de biofilm

[X.3.6.1. Inhibition de la formation de biofilm par la molécule L1

L'impact de la molécule L1 sur la formation de biofilms par chaque microorganisme inclus
dans notre étude a été¢ examiné. Les résultats obtenus sont résumés dans la figure 33. (Voir

annexe 5)
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Figure 33: Inhibition de la formation de biofilm par la molécule L1

Les résultats de la figure 33 présentent une inhibition de la formation de biofilms chez les
souches bactériennes et fongiques au contact de la L1. Les taux d'inhibition des biofilms
bactériens variaient de 61,91 % a 92,23 %, dépassant ainsi ceux observés avec 1'Amikacine,
dont l'inhibition se situait entre 51,27 % et 70,70 %. Concernant les biofilms fongiques, les taux
d'inhibition obtenus avec L1 étaient encore plus marqués, allant de 93,12 % a 98,48 %,
surpassant nettement ceux de I'Amphotéricine B, dont I'efficacité variait entre 41,98 % et 59,28
%.

Concernant les biofilms bactériens, E. coli a présenté le taux d'inhibition le plus faible, avec
61,91 %, tandis que P. aeruginosa a affiché le taux d'inhibition le plus élevé, atteignant 92,23
%. Pour les biofilms fongiques, C. albicans a montré le pourcentage d'inhibition le plus faible,
avec 93,12 %, alors que C. tropicalis a atteint le taux d'inhibition maximal, correspondant a
98,50 %. Nos résultats vont de pair avec ceux de Wu et al. (2014), qui affirment que le nouveau
compos¢ d'oxazolidinone FYL-67 est trés efficace sur I’inhibition de la formation de biofilms
par S. aureus dans des modeles in vitro et in vivo. Le FYL-67 présente notamment une activité
anti-biofilm accrue par rapport au Linézolide. En outre, les recherches menées par Ndukwe e?
al. (2023) et Edwards et al. (2017) soulignent la promesse de développer de nouveaux dérivés
d’oxazolidinone, tels que les 3-aryl-2-oxazolidinones, en particulier ceux fonctionnalisés par le
pipérazinyle ou des oxazolidinones comportant des groupes benzylidéne.

Ces dérivés ont montré une inhibition allant jusqu'a 98 % contre les biofilms de SARM, offrant
ainsi une solution potentielle pour surmonter la résistance associée a la formation de biofilms.

Dans le méme sens, Jin ef al. (2022) confirment I'hypothese selon laquelle les dérivés de
'oxazolidinone, en particulier la 3- (pyridine-3-yl) -2-oxazolidinone, présente des résultats

prometteurs en matiere d'inhibition de la formation de biofilms chez diverses souches
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bactériennes, mettant en évidence une activité anti-biofilm exceptionnelle. De plus, Jiang et al.
(2020) indique que des composés tels que le YXL-13 inhibe de manicre significative la
formation de biofilms et les facteurs de virulence chez P. aeruginosa, ce qui suggere que les
oxazolidinones peuvent cibler efficacement la formation de biofilms par de multiples
mécanismes.

Sur le plan moléculaire, il a été reconnu que le linézolide inhibe la formation de biofilms en
se liant aux protéines IcaA et IcaB de S. aureus, qui sont essentielles a la synthése des
polysaccharides extracellulaires et a la structure du biofilm. Cette liaison perturbe le processus
de formation du biofilm, comme en témoigne la microscopie électronique a balayage qui montre
une production réduite de biofilm et une invagination de surface chez les souches traitées (Bi
etal., 2022).

Dans le SARM, le linézolide affecte les genes liés au biofilm tels que AgRC, AtLa et SarA,
qui sont impliqués dans la formation et le maintien du biofilm. Il en résulte une modification
de la morphologie bactérienne et une meilleure perméabilité du biofilm (Zhang et al., 2022b).

Dans le contexte des souches fongiques, Revie ef al. (2020) et Shin et Eom (2019) ont indiqué
que la configuration moléculaire spécifique des composés contenant de 1'oxazolidinone
améliore la perméabilité de la membrane. Cette amélioration facilite leur pénétration a travers
la paroi cellulaire et la membrane des champignons, leur permettant d'atteindre des cibles
intracellulaires et de prévenir efficacement la croissance et la formation de biofilms de Candida.

Le linézolide, qui est connu comme un antibiotique utilisé principalement contre les bactéries
a Gram positif, s'est révélé capable d'inhiber la formation de biofilms de C. albicans, en
particulier lorsqu'il est utilisé en association avec des antifongiques azolés. Il a ét¢ démontré
que cette association réduisait significativement les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) des azolés contre les souches de C. albicans sensibles et résistantes, y compris les
biofilms préformés pendant une durée maximale de 12 heures. Il a été démontré que 1'effet
synergique du linézolide avec des azolés tels que le Fluconazole réduit la CMI sessile du
Fluconazole de > 1024 a 1 a 4 pg/mL, ce qui indique une amélioration substantielle de

l'efficacité antifongique contre les biofilms (Lu et al., 2019).

[X.3.6.2. Inhibition de la formation de biofilm par Inula viscosa L.
Les résultats de I'analyse quantitative de I’effet de l'extrait méthanolique d’/nula viscosa L. a
inhiber la formation de biofilm par les microorganismes testés, évaluée avec méthode de la

coloration au cristal violet sont représentés par la figure 34. (Voir annexe 5)
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Figure 34: Inhibition de la formation de biofilm par 'extrait de /nula viscosa L.

D'aprés les résultats de la figure 34, une diminution de la formation de biofilm a été observée
chez les souches bactériennes et fongiques étudiées. Pour les souches bactériennes, les taux
d'inhibition ont varié entre 50,53 % et 77,79 %. Les souches P. aeruginosa et S. aureus 2 ont
présenté les taux les plus élevés, atteignant respectivement 75,58 % et 77,79 %. Ces résultats
dépassent ceux enregistrés avec 1’ Amikacine qui arbore des taux d'inhibition de 70,70 % pour
P. aeruginosa et 62.41 % pour S. aureus 2.

Concernant les souches fongiques, 1'inhibition de la formation de biofilm était modérée, avec
des pourcentages de 53,79 % pour C. albicans, 51,92 % pour C. kefyr et 67,43 % pour C.
lusitaniae. Ces résultats ont également mis en évidence un pouvoir remarquable de 1'extrait
comparé a I’activité de I' Amphotéricine B, qui a affiché des taux d'inhibition de 50,88 %, 42,29
% et 53,42 % pour C. albicans, C. kefyr et C. lusitaniae respectivement.

Les extraits d'/nula viscosa ont montré des propriétés anti-biofilm prometteuses, ouvrant une
porte vers une potentielle utilisation thérapeutique. Les recherches menées par Dimitrova et al.
(2024) ont indiqué que ces extraits peuvent réduire de manicre significative la biomasse du
biofilm et modifier la structure des biofilms formés par C. violaceum. De plus, Asraoui ef al.
(2023) a signalé une inhibition remarquable de 90 % de la formation de biofilms contre les
especes de Candida a une concentration fongicide minimale de 128 ug/ml, corroborant avec
nos résultats.

L'efficacité d'Inula viscosa dans l'inhibition de la formation de biofilms peut étre attribuée a
son riche profil phytochimique. Des études antérieures menées par Darmasiwi ef al. (2022);
Kostic¢ et al. (2020); Salem et al. (2022); Salim et al. (2017), Luis et al. (2014); Sari et al.

(2024) et Mashal et al. (2024) soulignent que les extraits riches en composés phénoliques, tels
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que I’acide gallique, I’acide salicylique, et I’acide p-coumarique, présentent une activité anti-
biofilm significative, atteignant plus de 70 % d'inhibition contre S. aureus et P. aeruginosa.
Les flavonoides, dont la rutine, la quercétine, 1'apigénine et le kaempférol, sont connus pour
leurs activités anti-biofilms a large spectre. Ils perturbent la formation de biofilms en inhibant
la détection du quorum et en réduisant la production de facteurs de virulence (Benny et al.,
2024; Nwafor et al., 2024). Ces composés sont efficaces contre divers agents pathogenes,
notamment S. aureus et P. aeruginosa, ce qui met en évidence leur potentiel en tant qu'agents

anti-biofilms alternatifs (Benny et al., 2024; Park et al., 2024).

IX.3.7. Inhibition de la motilité microbienne

Selon Chu et Zhuang (2022); Jiang et al. (2020); Wadhwa et Berg (2022); Yang et al.
(2023) et Zhang et Liu (2023) la nage et I'essaimage sont deux mécanismes de mouvement
fondamentaux pour les bactéries régulés par le quorum sensing.

Ces mécanismes offrent des avantages significatifs dans divers aspects tels que 1'acquisition
de nutriments, la formation de biofilms, la résistance aux médicaments et 1'occupation de la
surface. La motilité bactérienne est un facteur crucial de pathogénicité, la capacité des bactéries
a se déplacer et a s'adapter aux conditions environnementales changeantes, telles que les
fluctuations de température et la disponibilité des nutriments, mettant en évidence la complexité
de la motilité en tant que facteur de virulence.

Le tableau 15 présente les résultats des effets inhibiteurs observés a partir de l'extrait d'/nula

viscosa L. et 1a molécule L1 sur la motilité de la nage et de I’essaimage. (Voir annexe 6)
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Tableau 15: L'effet inhibiteur de I'extrait méthanolique de /nula viscosa L. et 1a molécule L1
sur la motilité de nage et d'essaim

Swimming | Swarming
Zone de migration en mm

Souches Controle L1 MEIV Controle L1 MEIV
\A. baumannii 32,5 +3,54 - 9,5+0,71 28,5+2,12 - 9+141
E. cloacae 31,5+£2,12 - 20,5 +0,71 32+2,83 - 15+141
E. faecium 22,5+ 3,54 - 2,5+2,12 8+2,83 - 45+2,12
E. coli 6+141 2,5+0,71 - 11,5+0,71 3+1,41 -
K. pneumoniae 7,5+3,54 5,5+3,54 - 16,5 +2,12 1,5+0,71 -
M. lacunata 18,5+2,12 3+141 2,5+0,71 7+2,.83 1,5+0,71 4,5+2,12
\P. aeruginosa 18 + 8,49 7+£4.24 3,5+0,71 24 £141 11,5+0,71 15,5+0,71
P. fluorescens 19 + 8,49 7+£4.24 3,5+2,12 5,5+3,54 3,5+0,71 3,5+0,71
\S. aureus 7,5+0,71 4+141 2,5+0,71 3+141 1,5+0,71 25+1.,44
\S. aureus 2 4+3,54 1,5+0,71 1,5+0,71 8§+ 141 6,5+2,12 1,5+0,71
E. coli 25922 40 £ 5,66 6,5+2,12 3+1,41 6,5+0,71 4,5+0,71 2,5+ 1,41
P. aeruginosa 27853 29+ 141 3,5+2,12 8,5+2,12 3+1,41 1,5+0,71 1+1,41
C. violaceum 026 5,5+0,71 2+1,41 4,5+0,71 30,5+0,71 25,5+0,71 22 £ 1,41
C. violaceum 31532 4,5+£0,71 1,5+0,71 1,5+0,71 29+ 2,83 22 +4,24 8,5+2,12

MEIV : Extrait méthanolique, L1 : 3-(2-chloroacetyl) oxazolidin-2-one

Selon Packiavathy ef al. (2013). La motilité de nage, qui dépend des flagelles, est cruciale
pour l'attachement initial des cellules a la surface, tandis que la migration en essaim est
considérée comme un facteur de virulence car elle favorise la formation du biofilm en
permettant une translocation massive de cellules, facilitée par I'expression de molécules

biosurfactante.

[X.3.7.1. Activité sur la motilit¢ microbienne par la molécule L1

Sur la base des résultats du tableau 15, on note une réduction significative de la motilité chez
les microorganismes testés apres traitement avec L1. En ce qui concerne la motilité en nage
(swimming), la diminution maximale a été enregistrée chez P. aeruginosa ATCC 27853 avec
un taux d'inhibition de 87,93 %, tandis que l'inhibition la plus faible a été observée avec K.
pneumoniae a un taux de 26,67 %. En ce qui concerne la motilité en essaim (swarming),
I'inhibition maximale a été obtenue avec K. pneumoniae, atteignant 90,91 %, alors que
I'inhibition minimale a été relevée chez C. violaceum, avec un taux de 16,39 %.

I1 est également important de noter que les bactéries Gram négatives ont globalement présenté
les taux d'inhibition de la motilité les plus €levés par rapport aux bactéries Gram positives
testées, tant pour la nage que pour I’essaim. Ce constat suggere une plus grande sensibilité des
bactéries Gram négatives a l'action inhibitrice de L1 sur les systemes de motilité. Les études
sur les oxazolidinones mettent en évidence leur role potentiel dans I'inhibition de la motilité
microbienne et dans l'influence du comportement des cellules épithéliales. Tsai et al. (2022) a

suggéré que ces composés pourraient moduler la migration des feuillets cellulaires et la
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prolifération des monocouches de cellules épithéliales. Cela correspond aux résultats de Jiang
et al. (2020) et Griewisch et al. (2020), qui ont démontré qu'une oxazolidinone synthétisée
réduisait significativement la motilité des essaims de P. aeruginosa, corroborés par notre étude
montrant une inhibition de 49,91 %.

D'autres recherches menées par Spengler et al. (2004) ont indiqué que des composés tels que
le TF18 (1-(2-benzoxazolyl) -3,3,3-trifluoro-2-propanone) peuvent modifier la motilité en
influant sur la force motrice des protons et I'action motrice biologique, liant ainsi I'inhibition de
la motilité a la perturbation de la synthése des protéines. De plus, Mc Henry et al. (2002) a
découvert que 1'UIC-1005 (a 3,4-disubstituted oxazolidinone) peut inhiber la migration et la
croissance des feuilles cellulaires sans provoquer de toxicité, ce qui souligne l'intérét des dérivés
d’oxazolidinone pour l'exploration des voies de motilité cellulaire.

Par ailleurs, le ciblage de complexes protéiques membranaires iono-sélectifs semble inhiber
le moteur flagellaire bactérien, essentiel a la survie et a la virulence des bactéries. Ainsi, Islam
et al. (2021) a rapporté que des composés tels que le phénamil peuvent inhiber les stators
alimentés au sodium chez Vibrio spp., essentiels a la fonction motrice flagellaire. L'ensemble
de ces résultats suggere que les oxazolidinones et les composés similaires peuvent constituer
des outils précieux pour la recherche sur la motilit¢é microbienne et pour des applications

thérapeutiques potentielles.

[X.3.7.2. Activité sur la motilité microbienne par Inula viscosa L.

Au cours de cette étude (tableau 15), une réduction significative de la motilité en essaim
(swarming) a été observée. La diminution maximale enregistrée était de 81,25 % avec S. aureus
2, tandis que l'inhibition minimale a atteint 16,67 % avec S. aureus. De plus, la motilité en nage
(swimming) présentait une inhibition maximale de 92,50 % observée avec E. coli 25922, et une
inhibition minimale de 18,18 % avec C.violaceum026 aprés traitement 1’extrait méthanolique
de Inula viscosa L.

Il est important de souligner que, dans I’ensemble, les bactéries Gram négatives (E. coli ATCC
25922, M. lacunata) ainsi que les bactéries Gram positives (E. faecium, S. aureus) ont présenté
les taux d’inhibition de la motilité les plus élevés. Cette observation indique que I’extrait de
Inula viscosa possede une capacité d’interférence significative sur les mécanismes de
locomotion, affectant aussi bien les systemes de motilité flagellaire typiques des Gram négatifs
que ceux, plus rudimentaires mais néanmoins fonctionnels, des Gram positifs. Cette inhibition
suggere un impact potentiel sur les processus de colonisation et de formation de biofilms chez

ces pathogénes.
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Ces résultats sont accord avec ceux apportés par Dimitrova et al. (2024) qui démontré que les
extraits des plantes du genre /nula ont réduit la biomasse du biofilm et modifiés I'architecture
du biofilm, ce qui indique une perturbation de la motilité et de la communication microbiennes,
et a souligné que la capacité de la plante a inhiber la motilité en essaim, soulignant encore son
potentiel en tant qu'agent anti-virulence.

Dans ce sens, Talib ef al. (2012) et Cryan et al. (2018) ont démontré que les composés isolés
d'Inula viscosa, tels que les flavonoides a savoir la rutine, la quercétine, 1'apigénine et le
kaempférol, ont été identifiés comme des contributeurs clés a ses propriétés antimicrobiennes.
Ces composés inhibent non seulement la croissance microbienne, mais induisent également des
dommages structuraux aux cellules bactériennes, affectant leur motilité. Pareillement, Borges
et al. (2012) a démontré que l'acide gallique inhibe de maniére significative la motilité
bactérienne. Plus précisément, il peut complétement inhiber les motilités natatoires et
d'essaimage d'E. coli, suggérant que ce composé peut perturber la capacité des bactéries a se

déplacer.

IX.3.8. Inhibition du Quorum Sensing

[X.3.8.1. Les souches Chromobacterium violaceum
Comme il a été rapporté par Duran et Menck (2001), Chromobacterium violaceum est

définie comme une bactérie saprophyte qui en régle générale, est considérée comme non
pathogene pour I'Homme, cependant, dans certaines situations, elle peut se transformer en un
pathogene opportuniste capable de causer des infections graves, voire mortelles chez I’ Homme.
Cette bactérie produit divers facteurs de virulence qui sont régulés par le Quorum Sensing.
Parmi ces facteurs, on peut citer la production de pigment violet (violacéine), la production de
cyanure d'hydrogene, la dégradation des cyanures, la production d'élastase Pilus, la formation
du biofilm, ainsi que d'autres phénotypes tels que la production de protéases, de toxines et
d'adhésines (Champalal et al., 2018; Kothari ef al., 2017; Venkatramanan et Nalini, 2024).

Une diminution de la production de 1’'un de ces facteurs de virulence est souvent considérée
comme un signe d'interférence avec le systéme de quorum sensing.

IX.3.8.1.1. Screening de I’activité anti-Quorum Sensing de Chromobacterium violaceum

IX.3.8.1.1.1. Screening de I’activité anti-Quorum Sensing avec la molécule L1

L'analyse qualitative visait a déterminer les concentrations inhibitrices minimales nécessaires
pour que la molécule testée inhibe efficacement les activités anti-quorum sensing chez deux

souches de référence de Chromobacterium violaceum : C. violaceum 026 et C. violaceum
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31532. Les résultats de cette analyse sont illustrés dans la figure 35, qui illustre les pourcentages

d'inhibition du quorum sensing par rapport a des concentrations sub-CMI.
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Figure 35: Inhibition du quorum sensing par la molécule L1

D’apres les résultats de la figure 35, L1 a montré une activité anti-QS prometteuse a des
niveaux sub-CMI, de maniére dépendante de la dose. Elle a réduit précisément la production
du pigment de violacéine de 87,74 % pour C. violaceum026 et de 86,67 % pour C.
violaceum31532. De plus, a une concentration de 3,91 pg/mL (CMI/32), la molécule a inhibé
la croissance bactérienne de 70,34 % pour C. violaceum026 et de 78,89 % pour C.
violaceum31532. Nos résultats sont en accord avec des études précédentes de Chen et al.
(2023a); Favero et al. (2023) et Jiang et al. (2020) qui suggerent que les dérivés de
'oxazolidinone tels que les dérivés de 1'oxazolopyridinone ont démontré une activité inhibitrice
prometteuse de la QS chez C. violaceum. Ces composés ciblent la protéine régulatrice de la
transcription CviR, essentielle a la détection du quorum dans cette bactérie. L'inhibition de
CviR perturbe la communication cellulaire nécessaire a I'expression des genes de virulence,
entrainant une réduction significative de la production de violacéine de 10% a 80% a une
concentration de 625 uM.

Selon Herrera-Arizmendi ef al. (2020), les dérivés des oxazolidinones, notamment les
dérivés de I’hexyloxyphénylimidazoline, ont démontré une inhibition compléte (100 %) de la
production de violacéine a une concentration de 10* M en présence du composé 2-(4'-
chlorophénoxy) -N-butanoylhomosérine lactone. Ces composés ciblent la protéine régulatrice

de la transcription CviR, essentielle a la détection du quorum chez C. violaceum 31532 et C.
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violaceum CV026. L inhibition de cette protéine perturbe la voie de signalisation du quorum
sensing, compromettant ainsi la communication bactérienne nécessaire a 1’expression des

facteurs de virulence.

IX.3.8.1.1.2. Screening de I’activité anti-Quorum Sensing avec Inula viscosa L.
Les résultats relatifs a 'analyse qualitative des concentrations inhibitrices minimales d'Inula
viscosa L. nécessaires pour inhiber les activités anti-QS contre C. violaceum026 et C. violaceum

31532, sont illustrés par la figure 36.
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Figure 36: Inhibition du quorum sensing par I’extrait méthalonique d’/nula viscosa L.

L'extrait méthalonique d'Inula viscosa L. a été évalué pour sa capacité a interférer avec le QS
en évaluant son effet sur la production de violacéine chez deux souches de C. violaceum : 026
et 31532. Les résultats de la figure 36 indiquent que l'extrait méthanolique réduit
significativement la production de pigments de maniere dose-dépendante a des concentrations
inférieures a la CMI. Cela suggere que I'extrait perturbe les fonctions régulées par le QS, car il
inhibe efficacement la production de violacéine, atteignant une réduction de 90,54 % pour C.
violaceum 026 et de 88,38 % pour C. violaceum 31532, sans affecter négativement la croissance
bactérienne.

Des résultats similaires ont été rapportés antérieurement par Packiavathy er al. (2013) ,
Venkatramanan et al. (2020) et Qais et Ahmad (2022) avec des extraits de plantes comme
ceux de Cuminum cyminum, Passiflora edulis et Vachellia nilotica ont également constaté une

inhibition similaire de la production de violacéine médiée par le QS.
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De plus, Dimitrova et al. (2024) a démontré que les extraits méthanoliques des plantes du
genre /nula présentent une activité anti-QS, essentielle pour réduire la virulence bactérienne de
C. violaceum 30191. Les taux d’inhibition observés variaient de 52,14 % a 84,65 %, avec une
efficacité maximale atteinte a une concentration de 250 pg/mL.

Des recherches sur I’activité anti-quorum sensing des flavonoides ont montré que la quercétine
et le kaempférol agissent comme des inhibiteurs compétitifs des récepteurs de quorum sensing,
réduisant ainsi la synthése de la violacéine de 50 % a 75 % a des concentrations de 25 a 50 uM
sans affecté la viabilité bactérienne. Par ailleurs, I'apigénine a également été identifiée comme
capable de diminuer l'expression des geénes impliqués dans la biosynthése de la violacéine,
notamment vioB, vioC et vioD, ce qui conduit a une réduction de 60 % de la production de ce

pigment a une concentration de 30 uM (Dimitrova ef al., 2023; Skogman et al., 2016).

[X.3.8.1.2. Quantification de la violacéine de Chromobacterium violaceum

1X.3.8.1.2.1. Par la molécule L1
L’évaluation quantitative de l'activité inhibitrice du QS par le composé chimique L1 est

représentés par la figure 37.
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Figure 37: Inhibition de la production de la violacéine par la molécule L1

Les résultats de la figure 37 indiquent qu'a des concentrations sub-inhibitrices de 125 pg/mL,
62,5 ng/mL et 31,2 ug/mL de L1, les pourcentages d’inhibition e la production de violacéine
observés avec C. violaceum 026 étaient respectivement de 77,39 %, 70,66 % et 64,98 %. En
comparaison, C. violaceum 31532 présentait des pourcentages de 83,94 %, 73,50 % et 60,23 %
aux mémes concentrations. Nos résultats concordent avec les études in vitro menées par Jiang

et al. (2020) qui ont démontré l'efficacité des dérivés de l'oxazolidinone pour inhiber la
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production de violacéine chez C. violaceum (026. Parmi les composés testés, YXL-13 s'est
révélé particuliérement efficace, avec une concentration inhibitrice de 3,686 + 0,579 uM. Cette
réduction indique une perturbation réussie des voies de détection du quorum sensing. En outre,
Devescovi et al. (2017) ont souligné que l'inhibition de la synthése des protéines par les
oxazolidinones pourrait influencer la production de violacéine, étant donné que la biosynthése
de la violacéine repose sur l'expression de geénes spécifiques régulés par les systémes QS, qui
sont modulés positivement par les molécules de N-acyl-homosérine lactone. De plus, le
processus est régulé négativement par la protéine répresseur VIOs, ce qui ajoute une autre
complexité au contréle de la biosynthése de la violacéine. A I'appui de cela, Ohta et al. (2020)
ont souligné que les inhibiteurs de détection du quorum peuvent diminuer efficacement la
production de violacéine, renforcant ainsi le role du QS dans cette voie de biosynthése.
D’autres travaux avec des analogues de la 3-aminooxazolidinone ont été identifiés comme des
modulateurs QS hydrolytiquement stables. Ils peuvent moduler la production de violacéine
chez C. violaceum, bien qu'ils ne soient pas aussi puissants que les ligands naturels de 'acyl-
homosérine lactone (AHL). La stabilité de ces analogues en fait des candidats prometteurs pour
la modulation QS dans les applications de biologie synthétique et d'antivirulence (Guo et al.,

2015).
I1X.3.8.1.2.2. Par I’extrait de Inula viscosa L.

Les résultats obtenus de 1’étude quantitative de la production de violacéine médiée par le QS

sont illustrés par la figure 38.
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Figure 38 : Inhibition de la production de la violacéine par 1’extrait méthalonique d’/nula
viscosa L.
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La perturbation de la production de pigment violet, induite par l'interférence avec le systeme
de communication QS chez C. violaceum026 et C. violaceum31532, témoigne d'une inhibition
du QS. L'activité inhibitrice du QS par la plante étudiée a mis en évidence une inhibition qui
varie en fonction de la concentration du pigment de violacéine par rapport au témoin non traité
(figure 38). Aux concentrations sub-inhibitrices de 125 pg/mL, 62,5 pg/mL et 31,25 ug/mL de
cet extrait méthanolique, le pourcentage d'inhibition de la production de violacéine par C.
violaceum (26 était respectivement de 86,06 %, 73,21 % et 67,80 %. De méme, pour C.
violaceum 31532, les pourcentages d'inhibition observés étaient de 79,84 %, 67,85 % et 59,43
%.

Les recherches de Bali ef al. (2019) a mis en évidence que la quercétine et I’apigénine ont
montré une inhibition significative de la production de violacéine chez C. violaceum 1247.
L'inhibition variait de 11 % a 88 % selon la concentration, ce qui indique un fort potentiel pour
ces composés d'agir en tant qu'inhibiteurs de la QS. Cette variabilité de l'inhibition souligne le
potentiel ¢levé de ces flavonoides en tant qu'inhibiteurs efficaces de la QS, ce qui confirme nos

résultats.

[X.3.8.1.3. Quantification de la pyocyanine de la souche Pseudomonas aeruginosa
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Figure 39: Inhibition de la production de la pyocyanine par la molécule L1 et Inula viscosa
L.

P. aeruginosa produit divers facteurs de virulence régulés par le QS, tels que I'¢lastase, la
protéase, la chitinase et la pyocyanine, qui contribuent de maniére significative a la perturbation
des diverses fonctions cellulaires et la formation de biofilm (Bricha et al., 2009; Qais et al.,
2021). Une réduction de leur niveau de production est souvent considérée comme une indication

directe d'une interférence avec le systeme de QS.

147



Evaluation De L’activité Antimicrobienne

[X.3.8.1.3.1. Quantification de la pyocyanine de la souche Pseudomonas aeruginosa par
L1

L'analyse de l'activité inhibitrice du QS chez P. aeruginosa avec L1 révele un effet dose-
dépendant clair sur 1l'inhibition de la production de pyocyanine. Les données de la figure 39
indiquent qu'a mesure que la concentration de la molécule L1 augmente, le pourcentage
d'inhibition de la pyocyanine augmente également. A la concentration de 125 pg/mL,
l'inhibition de la production de pyocyanine est de 40,99 %. Cette inhibition s’¢léve a 50,48 %
avec la concentration de 250 pg/mL, et a 500 ug/mL, elle atteint 62,76 %. Ces résultats
rejoignent des études précédentes renforcant la compréhension de divers composés dérivés des
oxazolidinones qui présentent des effets antagonistes contre la détection du QS chez P.
aeruginosa.

Selon Jiang et al. (2020) les effets de 'YXL-13, un dérivé de la série des 3-amino-2-
oxazolidinones, sur la production de pyocyanine chez P. aeruginosa montrent qu'a une
concentration de 162,5 uM, le YXL-13 entrainait une réduction de 22,5 % des niveaux de
pyocyanine par rapport au témoin. Le composé agit comme un analogue de I'AHL, réduisant
efficacement la pathogénicité et la résistance aux médicaments de P. aeruginosa en inhibant
son systeme de détection du quorum. De méme, Yan et al. (2024) ont étudié un autre dérivé
d’oxazolidinone, le Y-31, qui a également montré une réduction significative de la production
de pyocyanine, avec une diminution de 22,48 % a la méme concentration de 162,5 uM. En
outre, Iaconis ez al. (2024) a mentionné que 1'association de dérivés d'oxazolidinone avec des
antibiotiques tels que le Méropénem a montré une réduction synergique de la production de

pyocyanine, améliorant I'efficacité globale du traitement.

[X.3.8.1.3.2. Quantification de la pyocyanine de la souche Pseudomonas aeruginosa par
Inula viscosa L.
L’évaluation de I’effet inhibiteur de I’extrait méthanolique de /nula viscosa L. sur le systeme
de QS de P. aeruginosa (figure 39) révele une inhibition dose-dépendante de la production de
pyocyanine. A des concentrations sub-inhibitrices de 125 pg/mL, 250 ug/mL et 500 pg/mL, les
taux d’inhibition observés étaient respectivement de 31,76 %, 49,87 % et 69,60 %. Les
composés naturels, y compris les composés phytochimiques, ont montré un potentiel
d'inhibition des systemes QS chez P. aeruginosa. Ces composés peuvent interférer avec la
production de signaux ou la liaison aux récepteurs, atténuant ainsi la virulence du pathogene
(Fakhar et al., 2024; Shariati et al., 2024). Par exemple, I’études de Yang et al. (2018) a

montré que les acides phénoliques tels que I’acide gallique a une concentration de 0,217
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mg/mL, ainsi que des flavonoides comme la quercétine a 16 pg/mL et le kaempférol a 0,037
mg/mL, inhibent l'expression des genes liés au QS : lasl de 34 %, lasR de 68 %, rhll de 57 %
et thIR de 50 %. Cette modulation génétique a conduit a une diminution significative de la

production de pyocyanine de P. aeruginosa.

1X.3.9. Dual Culture Quorum Sensing Assay

Le test de détection du quorum en double culture impliquant C. violaceum et P. aeruginosa
est une méthode utilisée pour étudier I'inhibition du quorum sensing (QS), un mécanisme de
communication de cellule a cellule qui régule la virulence et la formation de biofilms chez les
bactéries. Ce test est essentiel pour identifier les inhibiteurs potentiels du quorum sensing (QSI)
qui peuvent atténuer la pathogénicité bactérienne sans favoriser la résistance aux antibiotiques.
Le test implique généralement la coculture de ces bactéries avec des QSI potentiels et
1'évaluation de I'impact sur les phénotypes régulés par le QS tels que la production de pigments,

la motilité et la formation de biofilms.

Les systémes de détection du quorum des bactéries s’appuient sur des molécules de signal et
leurs protéines réceptrices apparentées pour la régulation des genes et les activités coordonnées
(Li et Tian, 2012). Les résultats du dual culture quorum sensing essay sont représenté par la

figure 40.
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Non Traitées Traitées
(Aucune addition) (Addition de 200ul/100mL de chaque molécule)
Controdle Inula viscosa L. Molécule L1 Antibiotique (SXT)

(4mg/mL) (4mg/mL)

(CV026)

Chromobacterium violaceum 026 (CV026) + Pseudomonas aeruginosa (P.a)

Figure 40 : Photos réelles du résultats du Dual Culture Quorum Sensing Assay

L'interprétation des résultats repose sur l'observation de la coloration autour des colonies :
- L’apparition d’une coloration violet proche de Pseudomonas — production d’AHLs et
activation du QS dans C. violaceum (CV31532) et C. violaceum (CV026).
- Absence de coloration — pas de QS ou production d’AHLs insuffisante (McClean et
al., 1997; Venturi, 2006).
Les résultats de cette étude indiquent que 1'inhibition du QS est clairement observable lors de

l'exposition des souches a l'extrait méthanolique d'/nula viscosa L., la molécule L1, et

D)
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I’antibiotique Triméthoprime/Sulfaméthoxazole (SXT). La réduction de la pigmentation
violette entourant les colonies signifie une altération de la signalisation AHL, ce qui implique
que ces composés peuvent perturber les mécanismes de régulation du QS. Cette inhibition est
particuliérement remarquable car elle représente une approche potentielle pour atténuer la
virulence bactérienne sans exercer de pression sélective susceptible de favoriser la résistance
aux antibiotiques (Al-Daghistani et al., 2025; McClean et al., 1997; Savijoki et al., 2022).

En ce qui concerne la souche non mutante C. violaceum 31532, elle présente une réponse plus
prononcée au QS en présence de P. aeruginosa, ce qui suggere que 1'intégrité de son systéme
de détection AHL facilite un engagement plus complet avec les signaux générés par P.
aeruginosa (Al-Daghistani et al., 2025; McClean et al., 1997). L'intensité¢ accrue de la
pigmentation violette, par rapport au C. violaceum 026, illustre une activation plus importante
du QS. Cette observation souligne que le C. violaceum 31532 constitue un modéle plus
représentatif des interactions bactériennes naturelles, ce qui pourrait bénéficier a de futures
recherches visant a élucider des modulations QS nuancées.

La modulation QS observée dans les essais expérimentaux correspond a des études
précédentes qui indiquaient que l'interférence avec la signalisation AHL peut modifier le
comportement bactérien, notamment en atténuant la production de pigments et en modulant la
formation de biofilms (Gonzales et al., 2024; Mion et al., 2021). De plus, il a été démontré que
la régulation du QS chez P. aeruginosa peut étre influencée par une multitude de facteurs
environnementaux, affirmant ainsi la complexité et I'adaptabilité inhérentes a ce processus
(Rattray et al., 2022).

Les résultats obtenus renforcent 1'idée que l'inhibition du QS constitue une alternative
prometteuse aux antibiotiques traditionnels, notamment en ce qui concerne les infections
associées aux biofilms de P. aeruginosa, un pathogeéne opportuniste notoire connu pour sa
résistance a de multiples agents thérapeutiques (Coutiiio ef al., 2023). L'identification de
nouveaux inhibiteurs de la QS, qu'ils soient dérivés de sources naturelles ou synthétisés,
pourrait donc ouvrir la voie a la formulation de stratégies thérapeutiques innovantes fondées
sur la perturbation de la communication bactérienne plutét que sur 1'éradication directe des
populations bactériennes.

Des composés tels que des analogues modifiés des AHL (Kalia, 2013) ou des extraits naturels
de Forsythia suspensa (Zhang et Chu, 2017) ont déja démontré un potentiel significatif
d'inhibition de la QS, et leur intégration dans des cadres thérapeutiques nécessiterait des études

approfondies dans des contextes cliniques.
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Conclusion et perspectives

L'escalade inquiétante de la résistance aux antimicrobiens, intensifiée par l'utilisation
excessive et parfois inappropriée d'antibiotiques et d'antifongiques, nécessite une réévaluation
complete des stratégies thérapeutiques dominantes. Cette ¢tude s'est concentrée sur
l'exploration de nouvelles alternatives en intégrant des méthodologies chimiques et naturelles
visant a atténuer la virulence des microorganismes pathogénes isolés a partir de dispositifs
médicaux.

Nos résultats ont permis de délimiter dix-sept souches microbiennes, comprenant douze
especes bactériennes et cinq levures du genre Candida. L'examen de leurs caractéristiques de
surface au moyen du test MATS a indiqué que la majorité des souches présentaient des
propriétés hydrophiles, un facteur important influengant leurs capacités d'adhésion et la
formation de biofilms.

Parallelement, 1'évaluation de la molécule synthétique L1 (3- (2-chloroacetyl) oxazolidin- 2-
one) a révélé une efficacité antimicrobienne substantielle. La L1 a démontré une capacité
prononcée a inhiber la prolifération bactérienne et fongique, avec des zones d'inhibition allant
de 14 4 25 mm et des concentrations inhibitrices minimales (CMI) comprises entre 125 et 500
pg/mL. De plus, la L1 présentait une activité anti-biofilm inhibant efficacement la formation
de biofilms bactériens de 61,88 % a 92,23 % et celle des levures de 93,33 % a 98,48 %. Il a
également été démontré que la L1 agit comme un puissant inhibiteur de la détection du quorum,
ciblant les mécanismes de communication intercellulaire chez Chromobacterium violaceum et
Pseudomonas aeruginosa. En diminuant la production de violacéine de 87,74 % dans
Chromobacterium violaceum 026 et de 86,67 % dans Chromobacterium violaceum 31532, en
plus de réduire la production de pyocyanine de 62,67 % chez Pseudomonas aeruginosa et en
réduisant également la motilité bactérienne. Les évaluations in vitro des propriétés biologiques
du composé ont révélé des propriétés prometteuses, notamment une capacité anti-radicalaire
remarquable de 72,36 % avec une ICso de 5,24 pg/mL. La molécule a également démontré une
inhibition significative de la dénaturation de la BSA, atteignant un maximum de 84,38 %.

Par ailleurs, 1'é¢tude d'extrait méthanolique d'I/nula viscosa L., une flore médicinale originaire
du nord de 1'Algérie, a révélé une abondance de métabolites bioactifs, déterminés par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée a un double spectrometre de
masse (LC-MS/MS). Son efficacité antimicrobienne était remarquable, présentant des zones
d'inhibition allant de 15 a 19 mm pour les souches bactériennes et de 13 a 29,5 mm pour les

especes de levures, avec des concentrations inhibitrices minimales (CMI) allant de 7,81 a 500
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pg/mL. Inversement, l'extrait aqueux a démontré une absence d'activité antimicrobienne, ce qui
implique que les constituants actifs sont extraits de maniére optimale a l'aide d'un solvant
organique. En ce qui concerne les propriétés anti-biofilm, /nula viscosa L. a montré une
inhibition des biofilms bactériens allant de 50,53% a 77,79 % et des biofilms fongiques de 53,79
% a 67,43 %. L’influence d'Inula viscosa sur les mécanismes de détection du quorum a
¢galement été confirmée, comme en témoigne une diminution significative de la production de
violacéine, atteignant une réduction de 90,54 % dans Chromobacterium violaceum 026 et de
88,38 % dans Chromobacterium violaceum 31532. De plus, la production de pyocyanine chez
Pseudomonas aeruginosa a été diminuée de 69,60 %. L’extrait méthanolique a également
significativement réduit la motilité bactérienne, ce qui renforce I'hypothése selon laquelle cette
plante pourrait étre exploitée pour le développement de nouveaux agents anti-virulents. Les
propriétés biologiques des extraits évalués in vitro ont montré une capacité anti-radicalaire
notable de 67,16% et 93,35% avec une ICso de 5,58 pg/mL et 3,76pug/mL pour I’extrait aqueux
et méthanolique respectivement. Les extraits ont également démontré une inhibition
significative de la dénaturation de la BSA, atteignant un maximum de 91,76 % pour I’extrait
aqueux et 74.36% pour 1'extrait méthanolique.

Nos résultats montrent que la fusion de méthodologies chimiques et naturelles constitue une
voie prometteuse dans la lutte contre les infections microbiennes multirésistantes. La molécule
L1 associée et l'extrait méthanolique de Inula viscosa ont arboré des activités biologiques
intéressantes, inhibant non seulement la prolifération des agents pathogenes, mais également
leurs processus de communication et leurs mécanismes de formation de biofilms. Ces
découvertes offrent des opportunités intéressantes pour la formulation de nouvelles thérapies
antimicrobiennes qui ciblent la virulence plutot que la simple viabilité des bactéries, atténuant
ainsi la pression sélective qui facilite I'émergence de résistances.

De nombreux aspects restent a étudier et a élucider de maniere approfondie. Par conséquent,
les orientations prospectives des futures initiatives de recherche sont principalement axées sur
les objectifs suivants :

- L'optimisation chimique méticuleuse de la molécule L1 est impérative afin d'améliorer
son efficacité thérapeutique, tout en s'efforgant de minimiser toute toxicité associée et
d'augmenter sa biodisponibilité dans les systémes biologiques.

- Une exploration approfondie des interactions synergiques qui peuvent exister entre la
molécule synthétique et divers extraits de plantes en association avec des antibiotiques

établis est justifiée, car de telles recherches pourraient potentiellement amplifier leurs
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effets thérapeutiques contre les souches présentant une résistance aux traitements
conventionnels.

L'évaluation in vivo compléte des effets des composés identifiés dans des modéles
controlés expérimentalement est essentielle pour valider leur efficacité thérapeutique et
leur profil de sécurité avant toute transition potentielle vers une application clinique.
Une analyse approfondie des implications environnementales des molécules et des
extraits de plantes récemment développés est cruciale, notamment en ce qui concerne
leur biodégradabilité et les effets toxiques potentiels qu'ils peuvent exercer sur les

¢cosystémes microbiens naturels existants.
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Annexe 1: Photos de I’isolement et ’identification des microorganismes

Gélose nutritive Baird Parker Cétrimide

Hektoen G¢élose au sang cuit Chromagar Sabouraud

Figure : Photos réelles des différents milieux de cultures utilisés

Cocci Gram positif Bacilles Gram négatif

Figure : Observation microscopique des souches bactérienne

+ +
Test Coagulase Test Catalase Test oxydase

Figure : Photos des différents tests Coagulase, Catalase et oxydase prises par
(Djendi Manel Lina, 2021)
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Annexe 2 : Photos de I’antibiogramme prises par

Pseudomonas aeruginosa
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Staphylococcus aureus 1
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Staphylococcus urA TCC27923
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Chromobacterium violaceum 31 2

Figure : Photos de I’antibiogramme réalisé prises par (Djendi Manel Lina, 2022)
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Annexe 3 : Photos de ’antifongigramme

Candida lusitaniae
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Candida tropicalis

Figure : Photos de I’antifongigramme prises par (Djendi Manel Lina, 2022)
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Annexe 4 : Photos du screening de I’activité antimicrobienne

Molécule L1

Inula viscosa L.

Acinetobacter baumannii

Enterobacter cloacae

Escherichia coli
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Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa
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Escherichia coli ATCC25922
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Pseudomonas aeruginosaATCC27853

Chromobacterium violaceum ATCC31532
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Candida kefyr

Candida krusei
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Candida lusitaniae

Candida tropicalis

Figure : Photos du screening de I’activité antimicrobienne prises par

(Djendi Manel Lina, 2023)
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Annexe 5 : Photos du screening I’activité anti-biofilm

Controle Inula viscosa L. Molécule L1

Acinetobacter baumannii

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Moraxella lacunata

Pseudomonas aeruginosa
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Pseudomonas fluorescens

Staphylococcus aureus 1

Escherichia coli ATCC

Chromobacterium violaceum ATCC31532
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Candida albicans

Candida tropicalis

Figure : Photos du screening de I’inhibition de la formation du biofilm prises par

(Djendi Manel Lina, 2023)
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Annexe 6 : Photos de I’inhibition de la motilité microbienne

Swimming Swarming

Controle Inula viscosa L. Molécule 1 Controle Inula viscosa L. Molécule 1

Staphylococcus aureus 2
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Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

Chromobacterium violaceumATCC31532

Figure : Photos de I’inhibition de la motilité microbienne prises par

(Djendi Manel Lina, 2024)
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Communications nationales

Echahid Hamma Lakhdar University- El Oued
Faculty of Life and Natural Sciences
Deparunent of Biology

%?.é 5%@5..5 .

The Director of the 1" National Seminar: Biotechnology, Health and
Agro-Environment certifies that:

Djendi Manel Lina, Chahrazed Benzaid and Lazhari Tichati

Pro ted an oral ¢ ication entitled: Effet De Ihuile Essentielle
Eucalyptus Globulus Sur La Croissance Et inhibition De La
Formation De Biofilm, Et De C.albicans - PE

N O O T TEETE
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el = Université ABBES LAGHROUR-KHENCHELA @| ==
52 — Faculté Des Scieaces de Ia Nature et de la Vie ==
<;E '. Laboratoire de Biotechnologic. Fau. Eaviroancment et Santé . i
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(’:'g, Le premier Séminaire National sur Les Huiles Essentielles et I'Aromathérapie [' 5’:
Bisg (SNHEA 2022) (Hybride) le 19 et 20 Septembre 2022 | i
-i . . . . \..
Attestation de 2:
- t pa tion E -
Isish: iz
.._g_f Lo Présidente du Premier Séminaire National sur Les Huiles Essentielles et I'Aromathérapic i 3_
<Ht i (SNHEA 2022) (Hybride) atteste que Modome/Monsieur : DJENDI Manel Lina, i 5
-~ ‘g A participé avec une C ication Orale intitulée : e
Tt « ESSAI DE NOUVELLE TECHNIQUE DANS LEXTRACTION DE L'HUILE ESSENTIELLE DEUCALYPTUS GLOBULLS » :’
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" République Algérieane Démocrutique Kt Populsire
Ministire De L' Enseignement Supéricare Et De La Reeherche Scientifique
Université ABHES LACHROUR-KHENCHELA
Facalté Des Sciences de la Nature et de la Vie
Laboratoire de Biotechnologie, Fau, Environnement et Santé

:
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Le premier Séminaire National sur Les Huiles Essentielles et I'Aromathérapie
(SNHEA 2022) (Hybride) le 19 et 20 Septembre 2022

~ Attestation de participation

s

La Présidente du Premier Séminaire National sur Les Huiles Essenticlles et I’Aromathérapic :
(SNHEA 2022) (Hyhride) otteste que Modame/Monsieur : DJENDI Manel Lina, |5
A parvieipet avee yne Communication Orale infitulée : 3 T
«L"HUILE ESSENTIELLE. CITRES AGRANIIEM DANS LA LUTTE CONTRE LES CARIES DENTAIRES» g
Co-awzewrs B SN 3
Présidele Joven de la o0 b ‘(\?‘\\ 4
; Dr. UEMMAM & st (|
s Ola “ & A\ v'»fLL‘h: | o
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PEOPLE'S DEMOCRATIC REPUBLIC OF ALGERIA
Ministry of Higher Education and Scientific Research
jilali Bounadma University of Kfiemis Miliana

Faculty of Nature and Life Sciences and Earth Sciences

;
i PRAVDURN “*=
a

This certifies that

DIJENDI Manel Lina,

has actively participated in an 27 National Seminar of AgrifFood and Microbiology of the Environment
and presented a poster communication entitied:

i Effet de I’huile essentielle de Lavandula stoechas sur la croissance de souches pathogénes isolées de patients hospitalisés

i of Participation

en réanimation
Co-Authors: TICHATI Lazhari, BENZAI Chahrazed.
Congratulations

In recognition for her active paricipation in semminar.
This certificate is proudly awarded from ORGANISATOR GROUP on December 5th, 2022.
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Peoples’ Democratic Republic of Algeria

. y of Migher and

S N Cherit Souk Ahras, Algerla > B8 N

» - Faculty of Nature and Life Sciences
Department of Biology

N = ) Q!
< SORP P

National Doctoral Day and Research Posters FSNV \
15 December 2021 -

CERTIFICATE OF PARTICIPATI N

The &ndersigned hereby, president of the “NDD @RP” and Dean of faculty of Nature and Life Sclenceé, \ 1
certify that DJENDI Manel Lina (PhD. student from Annaba University) presented a Poster entitled: ~

Screening de molécules a activité antibiofilm et anti-quorum sensing

Co-authors: BENZAID Chahrazed, SOUMATI Boudjemaa

Dean:

Bad 9

GEHHOHGGHHEOEOEGHEEGEEGG®

REPUBLIQUE ALGERJENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
Ministére de I'Enseignement Supérieure et de la Recherche Scientifique
Université Djilali B ima de Khemis Mili
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre
Département des Sciences Biologiques

AAME 11 MAI 2022

Attestation

Le comité Scientifique de la I journée Nationale sur L’AGROALIMENTAIRE et MICROBIOLOGIE DE
L’ENVIRONNEMENT (AAME 2022), atteste que Mme. Djendi Manel Lina a présenté une communication
Orale, intitulée : évaluation de Iactivité antimicrobienne et I’inhibition des biofilms de I'huile essentielle

de citrus aurantium.

Co-auteur : Benzaid Chahrazed

Département Président de CAAME
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Journées Nationales en: Biotechnologies et Bioinformatique
JNBTBI
10 et 11 Octobre 2022

Attestation de participation

N

La présidente du séminaire atteste que : M@ DJENDI Manel Lina

a présenté une communication Affichée intitulée : Effet de faible concentration d'huile
essentielle de Citrus aurantium L. sur la virulence de Streptococcus mutans, pour une
utilisation en bain de bouche.

Co-auteurs: Chahrazed BENZAID, Mahmoud ROUABHIA.

Prof. HAMIDECHI
Mohamed Abdelhafic
. Microbiologie
"niversité Constantine 1

At Al g Sy o S By s )
2 People's Democratic Republic of Algeria
e ok iy daiy D Sty A aded 3455
Badji Mokhtar University - Annaba Ministry of Higher Ed fon and Sci ifi

Sy STS— el ¢
&y DIB-ASE ()

National Doctoral Days o
=Applled Sclences & Innovatton™ ey e

November 15 — 16, 2023

CERTIFICATE OF PARTICIPATION

We, The undersigned, chair of the Doctoral Days of
Applied Sci & I tion (DD-ASI) and the laboratory director (LBAA) hereby certify that:

DJENDI Manel Lina

Presented an oral communication entitled:
Evaluation de I’activité antifongique in vitro de I'huile essentielle de Pistacia lentiscus S.

Co-authors: BENZAID Chahrazed, TICHATI Lazhar & KLAIAIA Lina Raghed

Laboratory director LBAA
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LABORATORY OF ORGANIC SYNTEESIS, MODELING AND OPTIMISATION OF CHEMICAL PROCESSES (LOMOP)

, BADJI-MOKHTAR ANNABA UNIVERSITY
S FACULTY OF SCIENCES NVES

o , ”
N ’ /’ DEPARTMENT OF CHEMISTRY ‘w £
@ CERTIFICATE

OF PARTICIPATION

THIS CERTIFICATE IS AWARDED TO: Ms. Manel Lina DJENDI

For successful participation in the national seminar on Green Chemical Processes. Impact on the Environment
and Sustainable Development (GCPIESD’24) held on March 6% 2024 at Badji Mokhtar Annaba University with a
Poster communication entitled :

Etude De Lactivité Antibactérienne Des Huiles Essentielles De Lavandula stoechas Et Lavandula dentata de
la région de Annaba- Algérie

Co-authors : Benzaid Chahrazed
Topic: Organic synthesis and molecular modeling
PRESIDENT OF THE SESSION PRESIDENT OF GCPIESD'24

CHetheT & - Pr. BIDJOU-HAIOUR Chahra

Université Mohamed Boudiaf - M’sila
Faculté des sciences
Département de Chimie

@ N g 2,

Le 2™ colloque national de chimie (CNC2@2024) oo,
6 -7 mai 2024 e g
NS

= = @

DE PARTICIPATION

Le comité d’or isation du séminaire atteste que :

Djendi Manel Lina

A participé activement au séminaire et a présenté une communication Affiche (Poster)

Intitulée: Screening de I’effet antibactérien et antibiofilm de I’huile essentielle de Zingiber officinale

Co-autcurs : Khaled Ben Elwalid MATIDADI, Chahrazed BENZAID

Le Président du Séminaire Le Doyen de la Faculté des Sciences
Dr. Abdelhakim KHENICHE Pr. Ettayib BENSAC1
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République Algérienne Démocratique et Populaire P3
f:‘:‘)‘:-}f Ministre de [ ’enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique = ) 3
Université Batna 2
] Facult¢ de Technologie l }
l } Département Socle Commun Science et Technologie v

"= Jer Seminaire National Hybride de Chimie. SNHC 24
ATTESTATION DE PARTICIPATION
Le président du Comité d'Organisation du 1¢* S¢minaire National Hybride de Chimie (SNHC24) atteste que :

Mr, Mme, Mlle : Djendi Manel Lina
A participé au SNHC'24 les 26-27 Octobre 2024, avee une communication de type Orale en ligne intitulée : « Evaluation de
l'activité antimicrobienne, antibiofilm des nouvelles a- aminophosphonates »
Co-auteurs: Benzaid chahrazed

Batna le : 27/10/2024

$psep ATTESTAION DE PARTICIPATION %

SEMINAIRE UNIVERS, TERRE, NATURE & VIE

Tlemcen le 24 Novembre 2024

Le président du séminaire atteste que :

Djendi Manel Lina Doctorante, Département de Biochimie, Faculté des Sciences, Université Badji Mokhtar Annaba, Laboratoire de
microbiologie et biologie moléculaire(LMBM)

Benzaid Chahrazed Maitre de conférence A, Département de Biochimie; Faculté des Sciences, Université Badji Mokhtar Annaba, Laboratoire
de microbiologie et biologie moléculaire (LMBM)

Tichati Lazhari Maitre de conférence A, Centre de Recherche en Environnement (CRE), Chiteau d'Alzon, Rue BoughaziSaid, PB 2024,
Annaba 23000, Algérie

ont participé au séminaire univers, terre, nature & vie organisé par la Startup Pedagogic and Scientific Conferences and Publications Tlemcen
en collaboration avec la Maison des Universitaires pour I’édition, I'imprimerie et la diffusion Tlemcen ainsi que le Bureau d’Etudes d’ Archives

de Documentations et d’Informations Tlemcen qui s’est tenu le 24 Novembre 2024 4 Tlemcen par une ication orale intitulée :
L’extrait de Dittrichia viscosaune nouvelle arme contre les infections Fongiques 2 Candida alb ]

\\“nu fic Conferenc, ~

Le président
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S pS.CP ATTESTAION DE PARTICIPATION
7 [Pl
SEMINAIRE UNIVERS, TERRE, NATURE & VIE

Tlemcen le 24 Novembre 2024

Le président du séminaire atteste que :

Djendi Manel Lina Doctorante, Département de Biochimie, Faculté des Sciences, Université Badji Mokhtar Annaba, Laboratoire de
microbiologic ct biologic moléculaire(LMBM)

Benzaid Chahrazed Maitre de conférence A, Département de Biochimie, Faculté des Sciences, Université Badji Mokhtar Annaba, Laboratoire
de microbiologie et biologie moléculaire (LMBM)

Tichati Lazhari Maitre de conférence A, Centre de Recherche en Environnement (CRE), Chiatcau d'Alzon, Rue BoughaziSaid, PB 2024,
Annaba 23000, Algérie

ont participé au séminaire univers, terre, nature & vie organisé par la Startup Pedagogic and Scientific Conferences and Publications Tlemcen
en collaboration avec la Maison des Universitaires pour I’édition, I’ imprimerie et la diffusion Tlemcen ainsi que le Burcau d’Etudes d’ Archives
de Documentations et d’Informations Tlemcen qui s’est tenu le 24 Novembre 2024 a Tl par une ication orale intitulée :

Evaluation de l'activité antibactérienne d'une nouvelle oxazolidinone synthétisée contre les souches impliquées dans les infections
urinaires

Le président
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Communications internationales

People's Democratic Republic of Algeria
Ministry of Higher Education and Scientific Research
University Abbes Laghrour-Khenchela
Faculty of Nature and Life Sciences
Laboratory of Biotechnology, Water, Environment and Health Eau. Envronnoment ot Sante

CERTIFICATE OF PARTICIPATION

RN The president of the First International Webinar on:
Promotion and Exploitation of Plants of Ecological and Economic Interest
held between 15 and 16March 2023, certifies that:
DJENDI MANEL LINA
Participated with an oral Communication

Entitled: Effet de faibles concentrations d'huile essentielle de Citrus aurantium L. sur les bactéries
responsables de la carie dentaire

Co-authors: Benzaid Chahrazed

Webinar chair Laboratory manager Dean of the Faculty
Dr. Djamel Bensizerara Pr. Kenza Kadi Pr. Sofiane Hemmam Mounine

- >
Q\A ¥
& ’T \ ‘p
!
-y
&
National Higher School of Agronomy l
Department of A and Forest
Laboratory of plants Protection in agricultural and natural

environment against crop pests

g

Is awarded to -
\ E N Sf\ Djendi Manel Lina, Beazaid Chahrazed
& Boudjellabia Timem LRPV

For the Poster entitled :

T2AFT7: E de Ueffet térien de 'huile exsenticlle de Menthe poivrée
sur trois souches phytopathogénes

Within the 1st International Webinar of Animal Biodiversity,
Pro i and Envir

ks
R 31 E ’ " WIBAPE2022 "
PR N that has been held online from 26 to 27 May 2022
- g
: & % on National Higher School of Agronomy

Algiers, Algeria

Webinar President
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People's Democratic Republic of Algeria
Ministry of Higher Education and Scientific Research
University August 20, 1955 Skikda
Faculty of Sciences
Department of Agronomic Sciences
Laboratory for the Optimization of Agricultural Production in Sub-humid Zones (LOPAZS)

INTERNATIONAL SEMINAR ON VALORIZATION OF #GRONOMIC, ECOLOGICAL
AND FOOD RESOURCES (ISVAEFR 2022)- 18, 19 & 20 OCTOBER 2022

CERTIFICATE OF PARTICIPATION

of the Inter | on the Valorization of Agronomic, Ecological and Food Resources, certified that:

Mrs/Mr : DIENDI MANEL LINA
Presented an poster communication entitled:
APPLICATIONS POTENTIELLES DE L"HUILE ESSENTIELLE DE THYM (THYMUS DREATENSIS.) COMME CONSERVATEUR
ALIMENTAIRE NATUREL
CO-AUTEURS : BENZAID CHAHRAZED

g

Faculty of Exact Sciences & Natural
& Life Sciences

Certificate of Participation

The congress president and the president of the scientific commitee certify that

CEATAY
.

Djendi Manel Lina
has participated in
The First International Congress of Innovations in Chemistry for Therapeutic Aims
Held on October 23" & 24%, 2022 at Larbi Ben M’hidi University, Oum El Bowaghi, Algeria
with a Poster communication in Topic 3 entitied:
L activité antimicrobienne des molécules neo synthétisées de sulfamides.
Co-authors: Touaibia Sara, Benzaid Chahrazed.
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g '4" el SCIENCES FACULTY b".( G
)."4 LCOA and LSBO CHEMISTRY DEPARTMENT p"j %
2 b 4 oA G
5|4 CERTIFICATE X
y * 0 .
o )"_4 This certificate is awarded to Ms. Manel Lina DJENDIT for the participation in “the 5th ;"I b
"t" International Days on Organlc Chemistry of Annaba” -JIC0A°22- with a Poster )‘h .q?t
)4.4 presentation entitled: ):::‘ ;)}
::'_ '_*j Evaluation de l'activité ontimicrobienne de Uhuile essentielle de Lavandula stoechas ’.'.‘ %}}
4 DX A AT
_ ;t»‘ Co-authors: Lazhari TICHATI, Chahrazed BENZAID. ;t-‘ ”L
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W Laboratory of Biochemistry and Environmental Toxicology *'.o
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CERTIFICATE OF ATTENDENCE
DJENDI Mownel Linav

For attending : Applied Research in Food Sciences, Health and Environment (1st IS-ARFSHE 23)
December, 17-18th 2023, Annaba

v
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»

A
v

And Presenting an Poster Communication entitled :

Evaluation de I'activité antibactérienne de Phuile essentielle de Pistacia lentiscus

/\

Authors : DIENDI Manel Lina, BENZAID Chahrazed, TICHATI Lazhari, KLAIAIA Lina Raghed.

>

N

N\

resident of the Scientific C Headolmod\eﬂm
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Pr Boudjema SAMRAOUI
/ President of Scientific Committee
1 ISARFSHE 2023
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- PEOPLE'S DEMOCRATIC REPUBLIC OF ALGERIA J
sam Ministry of Higher Education and Scientific Research
N L Dyjilali Bounadma University of Khemis Miliana

Faculty of Life and Nature Sciences and Earth Sciences
Department of walbgu:a[ Sciences

PR AVDU RIN  cborotary of production Agricuteuratand Natural 4

1" International Seminar on
Agri-Food & Industrial Biotechnology
ISABI 2024 -ALGERIA

—He-— —Ho-ei

Certificate

—

of Participation
This certifies that

Manel Lina Djendi

has actively participated in an 15t International Seminar of AgriFood and Industrial Biotechnology

.r:'r
|
|
E
N
|
}
and presented an Oral communication entitled: q
4
N
|
:
!
|
g
k)

Evaluation de I’activité antibactérienne et antibiofilm de I’huile essentielle de Ocimum basilicum
Co-Authors: Benzaid Chahrazed

Congratulations
In recognition for her active paricipation in semminar.
This certificate is proudly awarded from ORGANISATOR GROUP on June 26-27th, 2024,
Dean of the Faculty

Dr AMROUCHE Zoheir

Mo — —FT— —HeH—

BAD]JI MOKHTAR-ANNABA UNIVERSITY
FACULTY OF SCIENCES
CHEMISTRY DEPARTMENT

Laboratory of Applied Organic Chemistry (LCOA) and
LaGoratory of Synthesis and Organic Blocatalysis (LSBO)

gy Naorsts*

The 1st International Seminar on medicinal chemistry and green chemistry (1st IS MCGC)
November 13 to 14, 2024 — Annaba, Algeria

ID : P-249

CERTIFICATE OF PARTICIPATION

This Certifies That

Djendi Manel Lina

Presented an Poster communication at the first International Seminar on medicinal chemistry and green chemistry
”1st IS MCGC ”, organized on November 13-14, 2024 at Badji Mokhtar-Annaba University, entitled:

« Propriétés antimicrobi , antioxydant: ti mﬂammatoi.res de la nouvelle symhese de la 3-(2-

Co-author (s): Benzaid Chahrazed

Presid Of the S
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|
|

Democratic And Popular Republic Of Algeria N .
Ministry Of Higher Education And Scientific sige =
Research R L wy
University Khemis Miliana g :
Faculty Of Nature And Life Sciences f

Miliana \)

Agricultural Production And Sustainable
Valorization of Natural Resources Laboratory

International Seminar On Beekeeping-Plant
And Innovative Technology November 27th-28th 2024

CERTIFICATE

This Is To Certify That :

DJENDI MANEL LINA

Has Successfuly Participated In This International Event And Presented A poster Communication Online

Entitled: L’Extrait Methanolique De Inula Viscosa L. Une Nouvelle Arme Contre Les Infections
Bactériennes.

Co-Authors: BENZAID Chahrazed.

ISBPIT President

ovembqr 24
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Articles

Manel Lina DJENDI /4fi.J. Bio.Sc. 6(16) (2024) ISSN: 2663-2187

https.//doi.org/10.48047/41°JBS.6.16.2024.1032-1070

FJBS

Research Paper Open Access

Antimicrobial, Anti virulence factors, antioxidant and anti inflammatory Properties
of 3-(2-chloroacetyl) oxazolidin-2-one new synthesis: Molecular Docking Study and
In-Silico ADME Profiling

Manel Lina DJENDI'2, Chahrazed BENZAID?", Radia BOUASLA?, Seif-Eddine DJOUAD?*,
Lazhari TICHATI, Khadidja OTMANE RACHEDI?3, Sarra TOUAIBIA?, Boudjema
SOUMATTI!,Iris BERTANI®, José RAMOS-VIVAS’S, Fouzia TREA®, Malika BERREDJEM?.

Laboratory of Biochemistry and Environmental Toxicology, Department of Biochemistry, Faculty of Sciences, University of
Badji Mokhtar, Annaba, 23000, Annaba, Algeria.
2Laboratory of Microbiology and Molecular Biology, Badji-Mokhtar Annaba University, Box 12, 23000. Annaba, Algeria.
3Laboratory of Applied Organic Chemistry, Synthesis of Biomolecules and Molecular Modelling Group, Department of
Chemistry, Sciences Faculty, Badji-Mokhtar-Annaba University, Box 12, 23000 Annaba, Algcria.

“Laboratory of therapeutic chemistry of Hospitalo-University Center Benflis Touhami Batna, Algeria.
SDepartment of technology sciences. Faculty of Sciences and Technology, Chadli Bendjedid EL-Tarf University, Box: 73, El-
Tarf 36000 Algeria.

‘International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology, Trieste, Italy
"Grupo de Investigacién en Acuicultura (GIA), Instituto Ecoaqua, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, 35001 Las
Palmas de Gran Canaria, Espagne.
8Groupe dc recherche sur Ies aliments, la biochimic nutritionnelle ct la sant¢, Universidad Europea del Atlantico,39010
Santander, Espagne.

Laboratory of Environmental Biosurveillance (LBSE), Department of Biology, Faculty of Sciences, Badji Mokhtar
University, BP 12 Sidi Amar, 23000 Annaba, Algeria.

1% Environment and Biodiversity Research Division, Environmental Research Center, Alzon Castle, Boughazi Said Street, PB
2024, Annaba 23000, Algcria

*Corresponding author-E-mails: cbenzaid @gmail.com, chahrazed.benzaid@univ-annaba.dz

ORCID:
Djendi Manel Lina https://orcid.org/0000-0003-1835-1178

Benzaid Chahrazed hitps://orcid.org/0000-0002-4881-4199

Otmanc Rachedi Khadidja https://orcid.org/0009-0000-5463-6950

Touaibia Sarra https://orcid.org/0000-0001-7018-6734

Trea Fouzia https://orcid.org/0000-0002-9950-8239

Berredjam Malika: https://orcid.org/0000-0002-4312-8771
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Chemistry
Europe

European Chemical
Societies Publishing

Research Article

ChemistrySelect doi.org/10.1002/slct.202500015

www.chemistryselect.org

a-Aminophosphonates: Antimicrobial, Anti-Inflammatory,
Antioxidant Activities, Molecular Docking, and DFT Studies

Manel Lina Djendi,® ®! Chahrazed Benzaid,'> <! Malika Berredjem,* Ismahene Grib,
Rania Bahadi,”? Seif-Eddine Djouad,”® 9 Khadidja Otmane Rachedi, ¢ Kheir Eddine Ouali,f

Ajmal R. Bhat,!9) and Anissa Acidi(®

Three a-aminophosphonates derived from 2-hydroxybenzaldehyde inflammatory activity of the compounds in vitro was carried out

were synthesized and evaluated their biological activities. The
antimicrobial and antibiofilm properties of compounds 1A, 1B,
and 1C were evaluated against a range of pathogenic bacteria
and fungi, including four Gram-negative bacteria: Escherichia
coli, Kiebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Serratia
marcescens; one Gram-positive bacterium: Staphylococcus aureus;
and five yeasts of the Candida genus: Candida albicans, Candida
kefyr, Candida krusei, Candida lusitaniae, and Candida tropicalis.
The antioxidant activity of these compounds was assessed by
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Determination of the anti-

1. Introduction

The ability to resist pathogenic biofilms pose a major health
problem due to their antibiotics resistance, leading to the wors-
ening of serious diseases and even death. Although numerous
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using bovine serum albumin (BSA) protein. Computational anal-
ysis was carried out using density functional theory (DFT) with
the B3LYP 6-31G (d,p) basis set, and the theoretical results were
correlated with experimental data. Molecular docking study was
carried out to give insights into the interactions of three deriva-
tives with the binding sites of thymidylate kinase (TMK) in S.
aureus. Compound 1b uses its phenol group to create a hydro-
gen bond with the amino acid GIn101. Additionally, its phenyl
ring engages in a -stacking interaction with Tyr100 and Phe66
in the hydrophobic zone of the S. aureus TMK binding site.

efforts have been made to target bacteria within biofilms,
a completely effective antibacterial effect has not yet been
achieved."*) Many efforts have been made so far to target
bacteria present in biofilms. However, obtaining a complete
antibacterial effect is difficult due to the complexity and diver-
sity of biofilms, as well as their ability to mutually protect each
other.**]

Traditional antibacterial treatment approaches, such as con-
ventional antibiotics, have often proven to be ineffective against
biofilms due to their inability to penetrate the extracellular
matrix and reach the buried bacteria inside.®’ The inherent
resilience of biofilms to antibiotics underscores the urgency
of rapidly developing new effective anti-biofilm agents.” «-
Aminophosphonates are an interesting class of organophospho-
rus compounds, they are widely studied due to their diverse
biological activities and synthetic versatility. They have been
found to exhibit a wide range of pharmacological proper-
ties, making them valuable candidates for drug discovery and
development. For instance, a-aminophosphonates have been
investigated for their antibacterial, antiviral, antifungal, anti-
tumor, antioxidant, anti-inflammatory, and enzyme inhibitory
activities* ™ (Figure 1).

Among its various advantages, several reports highlight the
antimicrobial activity of these compounds. For example, Alafos-
falin 5, a simple dialkyl «-aminophosphonate, has shown effec-
tiveness against pathogenic strains of Escherichia coli, Staphy-
lococcus aureus, Bacillus, and Klebsiella pneumoniae. The proper
design of the alkoxyl groups in the H-phosphite, such as;
6-a-amino dibenzo [df][13.2] dioxaphosphepin 6-oxides and
2,10-dichloro-6-phenylaminobenzyl-dibenzol[d,g] 1,3,6,2- dioxathi-
aphosphocin 6-oxides can significantly enhance their antimicro-
bial properties (Figure 2)./"-**!
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Abstract

Understanding the influence of temperature variations on durum wheat seed germination is of practical importance to farmers, researchers and
agricultural decision-makers. The ability of sceds to germinate optimally is crucial to ensuring satisfactory crop yiclds. The main objective of this
work is to analyze the impact of temperature variations on the viability and vigor of durum wheat seeds in Algeria. To achieve this goal, we adopted a
comprehensive approach that primarily focused on studying the morphological, physiological, biochemical, and technological parameters (such as
germination, seedling growth kinetics, soluble protein, proline, and soluble sugar content) of the seeds. Indeed, over a span of two years, four wheat
varieties (Bousselam, Setifis, Megress, Saoura) were subjected to two distinct temperature and humidity conditions for the duration of the study. The
first condition involved ambient temperatures fluctuating between 11°C and 37°C, with relative humidity ranging from 30% to 85%. However, the
second condition involved storing the seeds in a cold room at a temperature of -04°C and a humidity of 12%. The results show significant variations
in the germination rate of all varieties under both temperature conditions =40, 54 P=0,000, with variety Bousselam (B) roving to be the most
resistant to thermal changes. According to the results obtained, temperature affects the growth of the roots of the S variety, while the Bousselam (B),
Megress(M), Saoura (SW) are not affected; in addition, storage under both temperature conditions has an impact on the average number of roots and
the length of coleoptiles. Protein analyses revealed significant effects of storage under ambient conditions (F-4,70 P-0,000), while in the cold room,
these effects were attenuated. In addition, storage showed variations in soluble sugar and proline content, with different responses under the two
temperature conditions. These results underline the importance of understanding the responses of durum wheat varieties to variable thermal
conditions, offering uscful prospects for improving agricultural practices and preserving seed quality in changing environments.

Keywords: Temperature. Germination. Durum wheat. Seeds. Algeria.

Resumo

Compreender a influéneia das variagdes de temperatura na germinacdo de sementes de trigo duro ¢ de importdncia pratica para agricultores,
pesquisadores e tomadores de decisdes agricolas. A capacidade das sementes de germinar de forma ideal ¢ crucial para garantir rendimentos
satisfatorios das colheitas. O principal objetivo deste trabalho € analisar o impacto das variagdes de temperatura na viabilidade e vigor das sementes
de trigo duro na Argélia. Para atingir esse objetivo, adotamos uma abordagem abrangente que se concentrou principalmente no estudo dos parametros
morfologicos, fisiologicos, bioquimicos e tecnologicos (como germinagdo, cinética de crescimento de mudas, proteina solivel, prolina e teor de
aguicar soluvel) das sementes. De fato, ao longo de um periodo de dois anos, quatro variedades de trigo (Bousselam, Setifis, Megress, Saoura) foram
submetidas a duas condigdes distintas de temperatura e umidade durante o estudo. A primeira condi¢ao envolveu temperaturas ambientes flutuando
entre 11°C e 37°C, com umidade relativa variando de 30% a 85%. Lntretanto, a segunda condigdo envolveu o armazenamento das sementes em uma
camara fria a uma temperatura de -04°C e umidade de 12%. Os resultados mostram variagdes significativas na taxa de germinagdo de todas as
variedades sob ambas as condi¢des de temperatura 1'=40, 54 P=0,000, com a variedade Bousselam (B) se destacando como a mais resistente as
mudangas térmicas. De acordo com os resultados obtidos, a temperatura afeta o crescimento das raizes da variedade S, enquanto as variedades
Bousselam (13), Megress(M), Saoura (SW) ndo sdo afetadas; além disso, o armazenamento sob ambas as condigdes de temperatura tem impacto no
numero médio de raizes ¢ no comprimento dos coleoptilos. As analises de proteinas revelaram efeitos significativos do armazenamento sob condigdes
ambientais (F~4,70 P—0,000), cnquanto na cimara fria, esscs cfcitos foram atenuados. Além disso, o armazenamento mostrou variagdes no teor de
aglcar solivel e prolina, com diferentes respostas sob as duas condigdes de temperatura. Esses resultados ressaltam a importancia de entender as
respostas de variedades de trigo duro a condigdes térmicas variaveis, oferccendo perspectivas uteis para melhorar praticas agricolas ¢ preservar a
qualidade das sementes em ambientes em mudanga.

Palavras-chave: Temperatura. Germinagdo. Trigo duro. Sementes. Argélia.
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Article Info Résumé

La multi-résistance microbienne pose de grands problémes pour la

Article Ristory: santé publique. A cet effet, il ne reste que peu d’agents
Received 30/04/2023 antimicrobiens cffectifs contre certains microbes multi-résistants. Ce
Revised 31/05/2023/ qui a pour conséquence majeure la recherche de nouveaux produits
Accepted 04/06/2023 antimicrobiens. Cette étude vise [I’évaluation de [activité

antimicrobienne ’huile essentielle de la Lavandula stoechas

largement utilisée en médecine traditionnelle algérienne. Ainsi, des
tests de sensibilit¢ sur des microorganismes ont ¢t¢ cffectués sur
Lavandula stoechas ; résistance quatre souches bactériennes cliniques multi résistantes (Escherichia
microbienne ; huile essenticllc ; coli,  Klebsiella  pneumoniae,  Pseudomonas  aeruginosa,
Staphylococcus aureus) ct unc levure (Candida albicans) en utilisant
la technique des disques. Les résultats révélent que I’huile essentielle
extraite a partir des fleurs de Lavandula stoechas exerce une
importante activité¢ vis-a-vis d’FEscherichia  coli, Klebsiella
pneumoniae unc activit¢ inhibitricc modérée sur la croissance de
Pseudomonas aeruginosa et staphylococcus aureus, tandis qu’avec la
levure Candida albicans une résistance est observée. Ces résultats
démontrent que I’huile essentielle de Lavandula stoechas est une
source prometteuse d’agents antimicrobiens, qui peut étre adoptée a
des fins thérapeutiques.

Mots clés :

activité antimicrobienne.

Corresponding Author : cbenzaid@gmail.com

1. INTRODUCTION

La résistance aux antibiotiques est aujourd’hui un probléme majeur de santé publique. L’augmentation
de la résistance aux antibiotiques se traduit dans la pratique hospitaliére par une augmentation de temps de
séjour, la morbidité et de la mortalité ; ainsi que par I’apparition de microorganismes résistants a I’ensemble des
antibiotiques disponibles, et ce par la création d’un mécanisme de protection [1]. Le fait que lc nombre de
microorganismes multi-résistants augmente, surgit une grande inquiétude que plusieurs antibiotiques deviendront
inefficaces. D’ou la nécessité de développement de nouveaux agents antimicrobiens [2].

L’utilisation thérapeutique des plantes pour le traitement de toutes les maladies de I’homme est tres
ancienne et évolue avec I’histoire de ’humanité [3]. En effet, il existe environ 500.000 espéces de plantes sur
terre, dont 80.000 possedent des propriétés médicinales [4].

Les Lavandula (un genre de la famille des Lamiacées), composées de 39 espéces et d'une large gamme
de 400 cultivars, sont parmi lcs plantes les plus populaires récoltées pour la production d'huiles cssenticlles
utilisées dans de nombreuses applications comme I'industric alimentaire, cosmétique ct de la parfumerie et sont
surtout en aromathérapie, ou 1™inhalation de leurs composés volatils soulagerait les symptomes du stress, de
I'épuisement, des migraines, de l'anxiété, de I'insomnie et de la dépression [5].

Les huiles essentielles de Lavandula sont obtenues a partir de deux espéces principales : L. angustifolia
mill. et L. stoechas L. L'huile essentielle de L. angustifolia est souvent utilisée dans l'industrie du parfum [4],
tandis que I'huile essentielle de L. stoechas est principalement utilisée comme agent thérapeutique|6] Les huiles
cssenticlles de Lavandula présentent ¢galement des propriétés antimicrobicnnes, anticholinestérasiques ct
antioxydantes, ce qui a conduit a leur utilisation en tant qu'ingrédients actifs dans les produits de traitement de la
peau et pour la production de biopesticides [7]. D’ou I’interet que porte notre étude a cette plante omniprésente
dans la flore endémique algérienne en voulant evaluer I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle (HE) dans
le but d’une eventuelle exploitation thérapeutique

©UBMA - 2023
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Abstract

The primary compounds, comprizing sulfonamicde derivatives | i 15, were sabjecied 1o iw wiro
assessmenis o determine their andibacierial efficacy agninst clindcally relevand gram-positive
and gram=negmive bacierial sirains recogniced for their andibimie resistance, as well as their
antifimgal potency agninst yeasts belonging to the Candida genus, which are acknowledged for
thewr mvasive chamcieristics. In parallel, a2 molecular docking stody was perfommed &
investigate the poiential of these symhesized compounds as  ichibdors of Bdatrix
metal lnproceinases (MM Ps), with a focus on their binding interactions within the acinee siie.
The maost active compound demonstrased significant interactions, incleding hydrogen bondimg
with (specific residues). Additionally, the phenyl nings and ndrogen atoms of the sulfomamide
derivatives facilitated numersus aromaiic and Van der Waals inseractions, particularly with
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ABSTRACT

Background: Durum wheat [Triticum turgidum L. ssp. durum (Desf.) Husn.] is one of the most essential cereal species and is
cultivated worldwide over almost 17 million ha, with a global production of 38.1 million tonnes in 2019 (loannis et al., 2020). Cereal
grains have always been the main source of food for humans and domestic animals. In Algeria, cereal products, mainly wheat, play
a strategic role in the food system and the national economy. Knowledge of the phenomena governing their preservation and
mastery of storage techniques are crucial to the survival of the world’s population. The world human population is increasing day by
day and estimated to reach 8.0 billion by 2025 and 8.9 billion by 2050.

Methods: The ideal of this work was to study the effect of natural aging on the viability and technological quality of four kinds of
durum wheat, saved for two years under two storage conditions, favorable conditions in the cold room, temperature (-04°C);
moisture (12%) and inimical conditions (medium), temperature estimated between 11 and 37°C and relative moisture of 30 to 85 83%.
To do this, a study of morphological, physiological, biochemical and technological parameters was initiated on the seed and on the
whole factory.

Result: The protein content values recorded are low compared to the control under both conditions (favorable, inimical) of natural
aging; the differences are veritably largely significant. A significant increase in proline situations in seeds subordinated to natural
aging compared to the control. Under good natural aging conditions, we notice that the different genotypes tested record low
answerable sugar contents compared to the control; whereas under inimical NA conditions, we note a significant increase in
answerable sugar content; the differences are veritably largely significant. The results attained show that, in general, the kinds are
more sensitive to inimical conditions of natural aging, while without favorable conditions, the effect is less drastic.

Key words: Durum wheat, Natural aging, Technological quality, Viability, Vigor.

INTRODUCTION

Wheat is one of world’s major sources of dietary calories
and proteins. In Algeria, wheat cultivation is mostly
practiced in a fallow-wheat rotation under rain-fed
conditions and the production covers only 30 to 35% of
population needs (Haddad et al., 2016; Chouter Assya et al.
(2024). Durum wheat [Triticum turgidum L. ssp. durum
(Desf.) Husn.] is one of the most essential cereal species
and is cultivated worldwide over almost 17 million ha, with
a global production of 38.1 million tonnes in 2019 (Frih et al.,
2022). To meet the demand of increasing population, there
is need to double world food production by 2025 in order to
feed the world (Soni Shobha et al., 2022).

Wheat is a cereal that takes a very important place
in the basic food in Algeria. Daily consummation is
assured by a single recolt, sometimes two in a year,
which is the reason why it is necessary to store it
(Druvefors, 2004). In most cases, cereal production is
ensured by a single harvest in the year, while the
consumption period is extended throughout the year,
hence the need for storage (Bonjean and Picard, 1990).
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Seeds are generally stored under physiological and
environmental conditions that favor the maintenance or
loss of their germination capacity and vigor. Cereals and
grains have always been the main food resource for

humans and domestic animals; this is why the
knowledge of the phenomena controlling their
conservation and the mastery of the techniques of their
storage is determining the survival of millions of people.
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In silico study, X-ray characterization, antimicrobial and antioxidant
activities of sulfonylphthalimide: Interaction with dihydropteroate synthase
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Abstract

Three novel sulfonylphthalimide derivatives (A-C) have been produced and their antibacterial
efficacy was assessed against five bacterial strains: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Serratia marcescens, Serratia odorifera, and three
fungal strains of the Candida genus : Candida albicans, Candida Kefyr and Candida krusei.
One crystal of compound C under study was chosen for X-ray diffraction study, it crystallizes
in orthorhombic crystal system with Pmn2; space group. Synthesized chemicals have the
ability to inhibit Dihydropteroate synthase, according to a molecular docking study regarding
binding mode and binding affinity analysis. All synthetic molecules exhibited no toxicity
profile, excellent absorption, and good pharmacokinetics, according to the ADME/toxicity

analyses.

Keywords. o-sulfonylphthalimide, antimicrobial activity, antioxidant activity, molecular

docking, ADMET analysis, DHPS.
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molecules. Molecular docking, DFT, ADME, SAR and Drug-likeness studies
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Abstract

The combination of sulfonamide and aziridine can produce a molecule possessing both antibacterial
properties associated with sulfonamides and reactive characteristics typical of aziridines. In this
study, new sulfonamide-aziridine derivatives were designed and successfully synthesized using
chlorosulfonyl isocyanate, various amines, and dibromoethane as starting materials. The compounds
were obtained in good yield, and their chemical structures were determined by 1H NMR and HRMS
spectra. All the newly synthesized derivatives were assessed for their antimicrobial activity against
bacterial and fungal strains: S. aureus, E. cloacae, Moraxella lacunata, P. aeruginosa, C. albicans,
C. krusei, and C. lusitaniae. A theoretical study of the synthesized compounds using DFT and
molecular docking was conducted to elucidate their chemical reactivity and confirm their stability

within the biological target cavity.

Keywords: sulfonamide, aziridine, molecular docking, DFT study, ADME.
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ABSTRACT

This study articulates the synthesis, spectroscopic characterization, antimicrobial, anti-
inflammatory evaluation, theoretical calculations, and molecular docking analysis of a novel
a-aminophosphonates derived from aminopyridine as potential antibacterial pharmacophore.
The structures of all compounds was established using FTIR, 'H, '*C, P NMR spectroscopy.
A single crystal of the studied compound 3g was selected for X-ray diffraction analysis, it
crystallizes in the monoclinic crystal system with P 21/n space group. Theoretical studies
based on density functional theory (DFT) at the B3LYP /6-31G (d, p) level of theory was
utilized to investigate the stability and electronic properties electronic of the studied a-
aminophosphonates. The ADME/toxicity analyzes carried out by Swiss ADME and OSIRIS
software show that all synthesized molecules exhibited good pharmacokinetics,

bioavailability and had no toxicity profile.

Keywords: o-Aminophosphonate, X-ray diffraction, DFT, molecular docking, antimicrobial
activity.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: An efficient method for the synthesis of a new series of a-aminophosphonates has been developed in a one-pot
A aminophosphonates Kabachnik-Fields reaction of 4-methylaminophenol with various aldehydes and triethylphosphite under micro-
RX study wave irradiation and neat conditions using ZnO nanoparticles as a reusable and heterogeneous catalyst, with

Amfharu‘rial a'cr.ivny 82-93% yield at 250 Hz within 2-5 min. A single crystal of the studied compound 3e was selected for X-ray
Antifungal activity

LN diffraction analysis, it crystallizes in the monoclinic crystal system with P 21/n space group. All the compounds
Molecular docking 3 &R g & S " A s
DIt were evaluated for their antimicrobial against a panel of Gram-negative pathogenic bacteria such as Escherichia
ADMET coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baimannii, Serratia marcescens, Morganella morganii, Pseudomonas aert-

ginosa and Gram-positive :Staphylococcus aureus and against fungi : Candida albicans, Candida krusei, Candida kefyr,
Candida lusitaniae, and Candida tropicalis. I'urther in silico target hunting reveals the antibacterial activity of the
designed compounds by inhibiting Dihydropteroate synthase and all the designed compounds have shown sig-
nificant drug-like characteristics.

anti-inflammatory, and antimicrobial effects [5] Fig. 2. Furthermore,
these compounds are used as antifungal, antiviral agents [6,7] and

1. Introduction

Organophosphorus constitutes a significant class of chemical sub-
stances that exhibit high levels of activity across diverse fields including
industry, agriculture, and medicine [1]. In recent years, significant focus
has been directed towards the synthesis of a-aminophosphonate esters 1
and a-aminophosphonic acids 2, which are recognized as analogs of
amino acids 3 wherein the carboxylic group has been substituted with a
phosphoric group Fig. 1.

The literature reports the biological properties of «-amino-
phosphonates, which have been found to exhibit diverse and significant
activity such as anticancer [2], antibacterial [3], antitumor [4],

* Corresponding author.
E-mail address: malika.berredjem@univ-annaba.org (M. Berredjem).
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herbicides [8,9]. For that reason, the synthesis of a-aminophosphonates
has received considerable attention, and significant progress has been
made to develop more efficient methods for the synthesis of these
compounds; in the following, we briefly discuss some of them. In 1952
Martin Izrailevich Kabachnik and Ellis K. Fields had discovered a novel
multicomponent reaction for the synthesis of a-aminophosphonate from
an amine, a carbonyl compound and a dialkyl phosphate in the presence
of a catalyst. The multicomponent reaction was named after them as
Kabachnik-Field reaction [10]. The second pathway is the Pudovik re-
action [11] where dialkyl phosphite or trialkyl phosphite is added to
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